






































































































































Für  die  zelluläre  Funktion,  besonders  für  die  morphogenetischen  Prozesse  während  der 





sind  Bestandteil  des mitotischen  Spindelapparats,  beteiligen  sich  am  Aufbau  von  Flagellen, 




sind  auch  alle  anderen Zellen des Körpers  auf Aktinfilamente  angewiesen,  ohne welche die 
zellulären  Transport‐  und  Lebensprozesse  unmöglich  wären.  In  solchen  Nichtmuskelzellen 
findet ein ständiger Umbau der Aktinfilamente statt. Sie durchziehen die Zelle als sogenannte 
Stressfasern und  liegen unterhalb der Plasmamembran als Cortex, einem zarten Geflecht an 
Aktinfilamenten.  Für  den  Aufbau  eines  solchen  Aktinfilaments  lagern  sich  zunächst  in  der 
Nukleationsphase  Aktinmonomere  zu  einem  Trimer  zusammen,  von  dem  ausgehend  die 








bei  den Mitgliedern  der Rho­Proteinfamilie der kleinen GTPasen  zusammen,  Cdc42,  Rac 
und Rho. Diese Proteine  gehören  zur Ras‐Superfamilie und  stellen molekulare  Schalter dar, 
die  zwischen  einer  aktiven,  GTP‐gebundenen  Form  und  einer  inaktiven,  GDP‐gebundenen 
Form  hin  und  her  schalten  können.  Aktivierung  von  Cdc42  löst  beispielsweise  die 
Polymerisierung  von  Aktin  und  die  Bündelung  von  Filamenten  aus,  wodurch  Filopodien 
entstehen.  Rac  führt  zur  Aktinpolymerisation  an  den  Zellrändern  und  bildet  so  blattartige 
Lamellopodien. Rho  sorgt  für die Entstehung der  sogenannten Stressfasern und Ausbildung 
von Fokalkontakten (Bryan et al., 2005). 
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wurde  nach  seiner  Funktion,  der  Gel‐Sol‐Phasen‐Regulierung  des  Zytoplasmas  von 
Makrophagen,  benannt. Mitglieder  dieser  Familie  finden  sich  von Metazoen  über  Pilze  und 
Pflanzen bis hin zu den Wirbeltieren  in nahezu allen Lebensformen. Gelsolin moduliert den 
„Cross‐talk“  zwischen  Membran  und  Zytoskelett.  Bisher  wurden  7  Mitglieder  der 
Gelsolinfamilie  identifiziert:  Gelsolin,  Villin,  Adseverin,  CapG,  Advillin,  Supervillin  und 
Flightless‐I. Allen Mitgliedern der Gelsolinfamilie  ist die Gelsolin‐ähnliche Domäne (gelsolin‐
like  domain,  GLD)  gemein.  Diese  besteht  aus  einer  Einheit  einer  Drei‐  oder 
Sechsfachwiederholung  von  125‐150  Aminosäuren.  Es  wird  vermutet,  dass  diese 




Terminus,  sowie die LRR‐Domäne von Fli‐I  und die  zusätzliche Domäne von Supervillin  für 
Aktinbindung  und  Zellkernlokalisation  am N‐Terminus  (Archer  et  al.,  2005).  Die Mitglieder 
der  Gelsolinfamilie  agieren  als  Aktin‐bindende  Proteine,  regulieren  auf  diese  Weise  das 
Aktinzytoskelett und sind deshalb für die Zellmotilität, Kontraktion und Adhäsion von größter 
Wichtigkeit (Davy  et  al.,  2000).  Es  wird  angenommen,  dass  sie  im  Zytoplasma  der  Zellen 
bereits  bestehende  Filamente  auftrennen,  neue  Aktinfilamente  bündeln,  für  die  Nukleation 
verantwortlich  sind  und  das  „Capping“  der  Enden  von  schnell  wachsenden  Filamenten 
übernehmen  (Archer  et  al.,  2005).  Mitglieder  der  Gelsolinfamilie  binden  monomere 
Aktinuntereinheiten  und  fördern  deren  Polymerisation.  Die  Polymerisations‐  und 
Depolymerisationsfunktion  von  Gelsolin  wird  durch  den  intrazellulären  pH  und  Calcium 
reguliert,  während  das  „Uncapping“  durch  Phosphoinosit  und  Tyrosinphosphorylierung 
reguliert wird. In Abwesenheit von Calcium liegt Gelsolin in seiner globulären Konformation 
vor.  Der  Anstieg  von  Calcium  oder  ein  pH‐Wert  <  6,5  führt  zur  Öffnung  der  inaktiven 
Kugelform und zur Ausbildung der Aktin bindenden Domäne. Es kommt zur Bindung zweier 
benachbarter  Aktinfilamente,  wodurch  wiederum  der  Abtrennungsprozess  eingeleitet  wird 
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(Kwiatkowski et al., 1999; Silacci et al., 2004). Nach der Abtrennung verbleibt das Gelsolin am 
+‐Ende  des  Aktinfilaments  als  Cap.  Für  das  Uncapping  bedarf  es  der  Bindung  von  Gelsolin 
Phosphatidylinositol‐Lipiden  und  der  Prozess  der  Polymerisation  kann  einsetzen.  PIP2 
beispielsweise inhibiert die Aufspaltung der Aktinfilamente, indem es für die Dissoziation des 
Gelsolins vom Aktin sorgt (Silacci et al., 2004).   
Daneben  wird  vermutet,  dass  einige  Mitglieder  dieser  Familie  in  die  Regulierung  der 
Transkription  mit  eingebunden  sind.  Speziell  Gelsolin  selbst,  Supervillin  und  Flightless‐I 
agieren als Koaktivatoren für Zellkernrezeptoren. 
 
Abb. 1.1  Einige  Mitglieder  der  Gelsolinsuperfamilie  in  Drosophila  melanogaster  und  Mensch  (Kremer, 
Diplomarbeit 2007). 
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sich während der Embryonalentwicklung  im Knochen,  in den Nierentubuli  und  intestinalen 
Mikrovilli. CapG wird  im Plattenepithel,  in Nierenmark und Nebennieren,  in Milz und  in der 
sich entwickelnden Hirnrinde exprimiert. Eine starke Expression findet sich in Herz, Uterus, 
Lunge und Niere.   
Mit  einer  Übereinstimmung  von  52%  und  einer  Ähnlichkeit  von  69%  in  der  Aminosäure‐
sequenz  zwischen  C.elegans  und  Mensch  ist  Flightless‐I  das  am  höchsten  konservierte 
Mitglied  der  Gelsolinfamilie  (Archer  et  al.,  2004).  Durch  Northern‐blotting  konnte  Fli­I  im 
menschlichen  Herzen,  Gehirn,  Plazente,  Lunge,  Leber,  Skelettmuskel,  Niere  und  Pankreas 
nachgewiesen werden. Die stärkste Expression fand sich dabei im Skelettmuskel, gefolgt von 
Herz und Lunge (Campbell et al. 1997). 
Die  Untersuchung  von  Mutationen,  die  bei  der  Fruchtfliege  Drosophila  melanogaster 
Flugunfähigkeit verursachen,  führte  zur Entdeckung von Flightless­I,  einem neuen Mitglied 
der Gelsolin‐Superfamilie von Aktin‐bindenden Proteinen. In speziesübergreifenden Analysen 
fanden sich Orthologe dieses Gens in Caenorhabditis elegans, Maus und Mensch (Campbell et 
al.,  1997).  Sein  homozygoter  Knock‐out  führt  in  einem  frühen  Stadium  der  Entwicklung 
sowohl in Mäusen als auch in Fruchtfliegen zur Letalität der Embryonen.  
Das  Flightless‐I‐Protein  besitzt  zum  einen  eine  gelsolin‐ähnliche  Domäne  am  C‐terminalen 
Ende (3´‐Ende) und zum anderen 16 „tandem leucine‐rich repeats“ (LRR) am N‐Terminus (5´‐
Ende).  Die  gelsolinähnliche  Domäne  besteht  aus  zwei  großen  duplizierten  Domänen.  Jede 
dieser Domänen besteht ihrerseits wiederum aus drei Wiederholungssequenzen von 125‐150 
Aminosäuren.  Auf  diese  Weise  bilden  sie  die  sechs  Segmentwiederholungen  der  Gelsolin‐
ähnlichen Domäne (g1‐6) (Claudianos und Campbell, 1995). Die 16 Tandem‐Wiederholungen, 
die das LRR‐Motif  bilden,  bestehen  jeweils  aus 23 Aminosäuren.  Es  konnte gezeigt werden, 
dass die Gelsolin‐ähnliche Domäne direkt mit Aktin interagiert (Kwiatkowski, 1999). Die LRR‐









Couet,  1999;  Liu  und  Yin,  1998;  Wilson  et  al.,  1998).  Diese  Proteine  weisen  eine  starke 
Ähnlichkeit  in  ihrer Sequenz auf und sind reich an α‐Helices und Coiled‐Coil‐Strukturen wie 




Geweben  unabhängig  voneinander  an  die  Fli‐I‐LRR  oder  interagieren  kompetitiv  oder 
kooperativ in demselben Gewebe (Fong und de Couet, 1999). In vitro und in vivo konnte eine 




Signalweg  inne  haben.  Exogen  zugeführtes  FLAP1  aktiviert  die  β‐Catenin  abhängige 
Transkription (Lee und Stallcup, 2006) und LRRFIP2 bindet in Säugetierzellen und Xenopus‐
Embryonen das Protein Disheveled (dvl) und aktiviert so den „canonical Wnt pathway“ einen 
Signalweg,  der  für  die  Embryonalentwicklung  sowie  Achsenformation  und  Gewebebildung 
unerlässlich ist (Liu et al., 2005; Lee und Stallcup, 2006). Durch die Bindung von Disheveled 
(dvl)  steigt der  zelluläre Gehalt  an β‐Catenin an und die β‐Catenin abhängige Transkription 
wird aktiviert.    
Neben der Wnt‐gesteuerten Genexpression kam es in den Xenopus‐Embryonen nach Injektion 
von  LRRFIP2  zur  Bildung  einer  zweiten Körperachse,  die  neben  einem  zweiten Neuralrohr 
und  einem  zweiten  Notochord  in  ihrem  Aufbau  und  Aussehen  völlig  identisch  mit  der 
primären  Körperachse  war  (Liu  et  al.,  2005).  Es  liegt  die  Vermutung  nahe,  dass  LRRFIP2 
upstream von β‐Catenin agiert.   
Darüberhinaus  gelang  es,  (Davy  et  al.,  2000)  eine  Kolokalisierung  von  Flightless‐I  mit  β‐
Tubulin  und  Aktin‐basierten  Strukturen  nachzuweisen.  Flightless‐I  kolokalisiert  mit  Aktin‐
reichen Strukturen in parasympatischen Neuronen des Hühnchens, in Maus‐Blastozysten und 











Aktin  sowohl  binden  als  auch  abtrennen.  Auf  diese  Weise  könnte  Fli‐I  durch  Ras  in  die 
Regulation des Zytoskeletts eingreifen (Goshima et al., 1999).   
Aufgrund  dieser  Entdeckungen  wird  Flightless‐I  eine  „Brückenrolle“  zugedacht,  die  das 




eine  entscheidende  Rolle  in  Zellkernrezeptor‐vermittelten  Signaltransduktionswegen 
zukommt  (Archer  et  al.,  2004;  Lee  et  al.,  2004).  Einige  Mitglieder  der  Gelsolinfamilie  sind 
Bestandteil  von  Zellkernrezeptor‐vermittelten  Signaltransduktionswegen.  Gelsolin  selbst 
sowie  Supervillin  interagieren mit  dem Androgenrezeptor,  während  Flightless‐I  als  Koakti‐
vator in Oestrogenrezeptoren und in der Thyroidhormonrezeptor vermittelten Transkription 
eine Rolle spielt. Dabei ist Flightless‐I Teil eines großen, Oestrogenrezeptor‐ assoziierten Ko‐
aktivator‐Komplexes  (Abb. 1.2)  und  interagiert  mit  dem  Zellkernrezeptor  selbst,  mit  den 
Koaktivatoren  des  Zellkernrezeptors  CARM1,  GRIP1,  BAF53  und  mit  Aktin  (Archer  et  al., 
2004). 
 
Abb. 1.2  Rolle  von  Flightless­I  im  Oestrogenrezeptor­  assoziierten  Koaktivatorkomplex  schematisch 
verdeutlicht (Archer et al., 2004). 
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Aktin‐bindende  Proteine  wie  Flightless‐I  sind  auch  in  den  Prozess  der  Wundheilung  mit 
eingebunden. Dies umfasst die  Fortbewegung von  epidermalen Keratinozyten mit Hilfe  von 
Lamellopodien  während  der  Wundreepithelialisierung,  das  Einwandern  von  Entzündungs‐
zellen,  die  Migration  von  dermalen  Fibroblasten,  die  für  die  Ablagerung  und  das 
Remodellieren der extrazellulären Matrix verantwortlich sind, sowie die dermale Kontraktion 
an den Wundrändern (Cowin et al., 2007). Nach Schürfwunden steigt zwar die Expression von 
Flightless‐I  in  Fibroblasten  und  Keratinozyten  an,  aber  erstaunlicherweise  zeigen  Fli­I 
homozygote  Mäuse  eine  verschlechterte  Wundheilung  und  dem  gegenüber  heterozygote 
Mäuse eine deutlich verbesserte Wundheilung. Durch eine erhöhte epitheliale Migration und 
erhöhte Wundkontraktion kam es bei Flightless­I heterozygoten Mäusen zu einer schnelleren 
Verkleinerung  der  Wunden.  Die  Wundbereiche  wiesen  eine  erhöhte  Expression  an 
Myofibroblasten  auf.  Demgegenüber  zeigten  verletzte  Mäuse  mit  Fli­I  Überexpression  eine 
verschlechterte  Wundheilung.  Die  Wundbezirke  waren  größer,  es  kam  zu  reduzierter 
Zellproliferation  und  verzögerter  Reepithelialisierung.  Die Wundkontraktion war  verzögert. 
Antikörper  gegen  die  LRR‐Domäne  von  Fli‐I  sorgten  für  eine  deutlich  verbesserte 
Wundheilung.    
Zunächst  nahm  man  an,  dass  Flightless‐I  ein  rein  intrazelluläres  Protein  sei,  aber  neuen 
Erkenntnissen zufolge wird in Zellkultur Fli‐I von Fibroblasten auch sezerniert (Cowin et al., 




Bei  einer  Untersuchung  an  Mäusen  stellte  sich  heraus,  dass  in  der  alternden  Haut  die 





Oestrogenrezeptors  fungiert,  sind  geschlechtsspezifische  Effekte  durchaus  denkbar. 
Tatsächlich  konnte  durch  eine  ansteigende  Konzentration  von  β‐Oestradiol  auf  Haut‐
Fibroblasten und Keratinozyten eine verstärkte Fli‐I‐Expression und Translokation von Fli‐I 
aus dem Zytoplasma in den Nukleus beobachtet werden (Adams et al., 2008).    
Desweiteren  besteht  Grund  zu  der  Annahme,  dass  Fli‐I  eine  wichtige  Rolle  in 
Signalnetzwerken spielt, die das angeborene Immunsystem regulieren,  indem Fli‐I  IL‐1/TR4 
herunterreguliert  und  so  den  Toll‐like‐Rezeptor‐Signalweg  des  Immunsystems  beeinflusst 
(Wang et al., 2006). 
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Beim Menschen  kommt  es  nach Mutation  des  Genortes  von  Flightless­I  nach Mikrodeletion 
von  Chromosom  17  zum  Smith­Magenis­Syndrom.  Das  Syndrom  wurde  in  den  frühen 
1980er  Jahren  von  den  beiden  Gentechnikerinnen  Ann  Smith  und  Ellen  Magenis  entdeckt 
(Smith et al., 1986). Beim Menschen konnte Flightless­I im kritischen Bereich von Chromosom 
17  (17p11.2)  lokalisiert  werden,  in  dem  Patienten  mit  Smith‐Magenis‐Syndrom  (SMS) 
zerstörte  Areale  aufweisen.  Die  Deletionen  verursachen  Entwicklungsstörungen  sowie 
mentale  Retardierung  der  Betroffenen  (Chen  et  al.,  1995).  Solche  schwerwiegenden 
Veränderungen  weckten  das  Interesse,  die  Rolle  von  Flightless­I  und  seinen 
Reaktionspartnern genauer zu analysieren.    
Es  liegen  Gründe  zu  der  Annahme  vor,  dass  es  sich  bei  SMS  um  ein  „Contiguous  gene 
syndrome“ handelt. Dies bedeutet, dass ein Syndrom vorliegt, an dessen Merkmalsausprägung 
mehrere  benachbarte  Gene  beteiligt  sind,  die  unabhängig  voneinander  zum  Phänotyp 
beitragen.  Die  Chromosomenaberrationen  und  Mutationen  umfassen  dabei  insbesondere 
Deletionen  und  seltener  auch  Duplikationen.  Menschen  mit  SMS  weisen  eine  interstitielle 
Mikrodeletion von 3,7‐Mb auf, die am kurzen Arm von Chromosom 17 in Bande p11.2 zu einer 
partiellen Monosomie führt (Smith et al., 1986). Genau in diesem, für SMS kritischen Bereich, 
liegt  das  menschliche  Homolog  von  Flightless­I.  Es  handelt  sich  dabei  um  eine  hemizygote 
Deletion.    
90% der SMS‐Erkrankungen werden durch Deletionen verursacht, wobei der Defekt vor allem 
durch  Mutationen  im  RAI1­Gen  ausgelöst  werden  kann.  Die  fehlende  Region  beherbergt 
jedoch  mehrere  verschiedene  Gene.  Insgesamt  konnten  13  verschiedene  Gene  identifiziert 
werden,  die  in  den  kritischen  Deletionsbereich  von  SMS  fallen.  Ausschlaggebend  ist 
wahrscheinlich vor allem der Verlust des RAI1­Gens (retinoic acid inducible­1 Gen, beteiligt an 







Schädigungen  in  zahlreichen  Organen  kommt  es  zu  Muskelhypotonie  und  mentaler 
Retardierung (Greenberg et al., 1991 und 1996). Abbildung 1.3 zeigt eine Liste der Symptome 
von  SMS‐Patienten.  Verhaltensstörungen  sowie  neurologische  Probleme  und  craniofaciale 
Anomalien scheinen durch die Schädigung des RAI1­Gens verursacht zu werden, während die 
anderen Defekte auf Hemigozytie in anderen Genen zurückzuführen ist. Das fehlende Stück in 





• Skelettabnormalitäten:  Kurze  Statur,  kleine,  breite  Hände;  kurze  Finger  und  Zehen 
(Brachydaktylie),  Mittelgesichtshypoplasie  mit  tiefliegenden  Augen  (Schlitzaugen),  nach 
unten  gebogener  Mund,  volle  Wangen  und  ein  prominentes  Kinn  (Prognatismus), 


















Finger‐  und Zehennägel  (Onychotillomania),  Einführen  von Fremdkörpern  in Ohren und 








Ein  anderes  Mitglied  der  Aktin‐bindenden  Proteinfamilien  ist  das  Thymosin.  Bei  den  β‐









































































































































































































































Legende:  *  N‐Terminus mit der LRR‐Domäne in Hufeisenform   
∆  C‐Terminus mit der gelsolinähnlichen Domäne (Sechsfachwiederholung) 








Schwache  Mutationen  von  Flightless­I  führen  bei  D.  melanogaster  zu  Flugunfähigkeit, 
wohingegen  schwere  Mutationen  auf  Höhe  des  Larven‐  oder  Puppenstadiums  tödlich 
verlaufen. Homozygote Mutanten für Flightless­I wiesen keinerlei Defekte auf, wenn durch die 
Zufuhr  an  maternalem  Protein  aus  dem  Wildtyp‐Gen  eine  normale  Entwicklung  bis  zum 
Larvenstadium ermöglicht wurde. Ohne maternales Produkt  starben die Embryonen  infolge 
einer  fehlerhaften Zellularisation  im Blastodermstadium ab  (Davy et al.,  2000; Straub et al., 
1996). Für eine regelrechte Zellularisation ist ein intaktes Aktin‐Zytoskelett unabdingbar. Bei 
Flightless­I‐Nullmutanten reihen sich die Nuklei zunächst wie gewöhnlich entlang der Eischale 
aneinander,  bleiben  aber  dann  nicht  in  ihrer  Position  und  es  kommt  zu  abnormalen 




Tod  endet.  Eine  maternale  Zufuhr  von  Flightless‐I‐Protein  ermöglicht  eine  angemessene 
Verteilung von Aktin entlang des Membrannetzwerkes, was den Embryonen ein Überleben bis 
zum  Larven‐  oder  Puppenstadium  ermöglicht.  Desweiteren  kommt  es  bei  homozygoten 
Knockout‐Mutanten durch Unterversorgung von Flightless‐I‐Produkt von maternaler Seite zu 
Störungen in der frühen Embryonalentwicklung. Miklos und de Couet fanden bei der Analyse 
der  Mutationen  drei  Typen  von  Mutanten:  Flightless­I3,  Flightless­O2  und  Standby  in 
Subdivision  19F.  Herbeigeführt  wurden  die  Mutationen  im  Experiment  mit  Ethyl‐Methan‐
Sulfonat,  was  für  gewöhnlich  Punktmutationen  verursacht.  Außerdem  wurde  eine  vierte 
Mutante  namens  Grounded  entdeckt,  die  nahe  der  Basis  des  X‐Chromosoms  liegt  und  sich 
distal des zytogenetischen Intervals 18F‐20F findet (Miklos und De Couet, 1990).   
Eine  deutliche  Auswirkung  der  Mutation  von  Fli­I  ist  die  Zerstörung  der  indirekten 
Flugmuskulatur (Abb. 1.6). 
 
Abb 1.6  Abbildung  A  zeigt  einen  Längsschnitt  durch  einen  gesunden  „langen  Rückenmuskel“  von  D. 
melanogaster.   




Im  Vergleich  der  beiden  Bilder  ist  deutlich  zu  sehen,  dass  die  parallele  Anordnung  der 
Myofilamente  nach  Mutation  von  Flightless­I  verloren  geht.  Die  hexagonale  Struktur  der 










im  Stande,  ihre  Beine  zu  koordinieren  und  konnten  auch  die  Flügel  nicht  ausbreiten.  Im 
Pilzkörper  der  Tiere  kam  es  zu  Fehlentwicklungen  und  es  tauchten  Fliegen mit  rauen  und 
fehlpigmentierten Augen auf. In den Flügeln fanden sich zusätzliche Venen.    




zu  Dissorganisation  der  Rhabdomerstruktur  (Kremer,  Diplomarbeit  2007).  Desweiteren 
wiesen  die  Manipulationen  von  Flightless­I  (Gelsolin‐Familie)  und  Ciboulot  (WASP‐Familie, 
Pendant zum Thymosin der Wirbeltiere) erstaunliche Parallelen auf. Die Überexpression der 
beiden Gene führte in beiden Fällen zur Verschmelzung der β‐Loben der Pilzkörper (Boquet et 
al.,  2000;  Kremer,  Diplomarbeit  2007).  Der  Pilzkörper  ist  bei  Drosophila  eine 
Schlüsselstruktur des olfaktorischen Systems und darüber hinaus das Pendant für Gedächtnis 
und Lernen. Beim Menschen werden diese Funktionen dem Hippokampus zugeschrieben.   
Diese  Defekte  von  Fli­I‐Mutationen  in  zahlreichen  Organen  zusammen  mit  den  parallelen 
Befunden  nach  Überexpression  von  Ciboulot  bzw.  Thymosin  und  Flightless­I  führten  zur 
genaueren Analyse von Flightless­I während der Embryonalentwicklung. 
Bei  Vertebraten  durchläuft  der  Embryo  das  Stadium  der  Gastrulation.  Innerhalb  dieses 
Entwicklungsschrittes entsteht das Mesoderm. Diese dritte Schicht, aus der später die Organe 
des Körpers hervorgehen, entsteht zwischen Entoderm und Ektoderm. Sie wird je nach Lage 
in  vier  Kategorien  unterteilt:  Das  zentral  gelegene  Chordamesoderm  in  der Mitte,  flankiert 
vom  paraxialen  Mesoderm  rechts  und  links,  an  das  sich  dann  nach  lateral  folgend  das 
intermediäre  Mesoderm  anschließt  und  schließlich  außen  das  laterale  Seitenplattenmeso‐
derm. Mit der Rückbildung des Primitivstreifens und der Entstehung der Neuralfalte beginnt 
auch das paraxiale Mesoderm sich aufzuteilen. Zunächst wird das paraxiale Mesoderm unter 




Somiten  ab.  Diese  werden  im  paraxialen  Mesoderm  nach  dem  „clock  and  wave“‐Model 
gebildet.  Dabei  entsteht,  durch  die  Signalwege  von  Notch  und  Wnt  vermittelt,  ein 
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oszillierendes  Signal  (the  clock)  und  ein  in  cranio‐caudaler  Richtung  verlaufender  Gradient 
von FGF (the wave) entlang des Embryos und formt die Grenzen der Somiten. Notch‐1 wird 
oszillierend  exprimiert  und  legt  die  Grenzen  der  Somiten  fest,  so  dass  es  zu  einer 
gleichmäßigen Form und Größe der Somiten kommt (Gilbert, 2006).   






ventralen Bereich der  Somiten. Es  kommt  zu  verminderter Expression von N‐Cadherin und 
der epitheliale Zellverband löst sich auf und bildet Mesenchym. Auf diese Weise entsteht das 
Sklerotom.  Der  dorsale  Anteil  des  Somiten  bleibt  weiterhin  epithelial  und  bildet  das 
Dermomyotom.  Während  im  Sklerotom  Pax1  und  Pax9  aktiv  werden,  sind  dies  im 
Dermomyotom Pax3 und Pax7. Shh aus Chorda dorsalis und ventralem Neuralrohr reguliert 
die  Expression  von  Pax1  (Fan  und  Tessier‐Lavigne,  1994).  Unterhalb  des  Dermomyotoms 
kommt  es  zur  Bildung  einer  neuen  Schicht,  dem  Myotom.  Der  verbleibende  Anteil  des 
Dermomyotoms wird nun als Dermatom bezeichnet.    
Shh  und  Noggin  aus  der  Chorda  dorsalis  sorgen  für  die  Ausbildung  des  mesenchymalen 
Sklerotoms.  Wnt‐1  und  Wnt‐3a  aus  dem  dorsalen  Neuralrohr  lassen  das  mediale  Dermo‐
myotom  entstehen,  während  Wnt‐4,  Wnt‐6  und  Wnt‐7a  aus  dem  Ektoderm  das  laterale 
Dermomyotom formen (Münsterberg et al., 1995; Yusuf und Brand‐Saberi, 2006; Stern et al., 
1995).  Im  Dermomyotom  kommt  es  zum  einen  zu  planarer  Zellteilung,  bei  der  die 
Tochterzellen  nebeneinander  zum  Liegen  kommen,  und  zum  anderen  zu  apiko‐basaler 






an  Vorläuferzellen  aus  der  rostralen  und  caudalen  Lippe  des  Dermomyotoms.  Diese  Zellen 
sind mitotisch  aktiv. Mit  der  Deepithelialisierung  des  zentralen  Dermomyotoms  erfolgt  die 
vierte  Welle  an  Muskelvorläuferzellen.  Diese  sind  ebenfalls  mitotisch  aktiv  (Ahmed  et  al., 
2006).  
Im  lateralen Dermomyotom  veranlassen  umliegende  Gewebestrukturen  die  Expression  von 
Pax3. Pax3 aktiviert dort den Transkriptionsfaktor MyoD.  Im medialen Dermomyotom sorgt 
Myf5  für  die  Expression  von  MyoD.  Myf5  und  MyoD  werden  auch  als  Muskelregulations‐
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faktoren  bezeichnet,  denn  jede  Zelle,  in  der  es  zur  Expression  von Myf5  und MyoD  kommt, 
wird zu einer Muskelzelle (Gilbert, 2006).   
Es  entstehen  nicht‐migrierende  Zellen,  die  sich  dem Myotom  anschließen  und migrierende 
Zellen,  die  über  weite  Strecken  in  die  Extremitäten,  Zunge  und  Zwerchfell  auswandern 
(Birchmeier und Brohmann, 2000). Auf Höhe der Extremitäten wandern Myoblasten aus dem 
Dermomyotom  in  die  Arm‐  und  Beinanlagen  aus.  Zuerst  kommt  es  zur  Delamination,  dann 
beginnen die Zellen zu migrieren, bis sie am Zielort schließlich proliferieren und zuletzt in die 
Differenzierungsphase  übergehen,  in  der  das  myogene  Programm  aktiv  wird.  Die  meisten 
dieser Zellen werden zu Skelettmuskelzellen. Einige  jedoch verharren  in einem undifferenz‐




Gliedmaße  ein.  Delamination  und  Migration  hängen  von  der  Anwesenheit  von  c‐met  ab. 
Dieser  Rezeptor  reagiert  mit  HGF,  auch  Scatter  Factor  genannt.  Er  wird  in  mesodermalen 
Zellen produziert und zeichnet den wandernden Zellen ihre Migrationsroute vor (Dietrich et 
al.,  1999).  Die  c‐met‐Transkription  ist  abhängig  von  Pax3  (Epstein  et  al.,  1996).  Die 
Muskelvorläuferzellen beginnen erst Myf5 und MyoD zu exprimieren, wenn sie die Extremität 
erreicht haben.   
MyoD  und  Myf5  bestimmen  eine  Zelle  zur  Muskelzelle;  sie  werden  Muskeldeter‐
minationsfaktoren genannt. Die entstandenen Myoblasten beginnen sich unter dem Einfluss 
von  FGF  zu  teilen.  Später  fangen  Myoblasten  an,  sich  aneinander  zu  reihen.  Mit  Hilfe  von 










Im  Hühnchen  wurden  bislang  Thymosinβ­4  und  15  nachgewiesen.  Thymosinβ­4  wurde 
während  Gastrulation,  Angiogenese,  Ganglien‐  und  Gehirnentwicklung  und  bei  der 
Federbildung beschrieben (Dathe und Brand‐Saberi, 2004). Thymosinβ­15 wird am stärksten 
in ZNS und Skelettmuskulatur exprimiert. Es konnte sowohl im Myotom als auch später in der 
oberflächlichen  autochthonen  Rückenmuskulatur  nachgewiesen  werden.  Außerdem  konnte 
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eine  deutliche  Expression  im  Hippokampus  des  Vogels  nachgewiesen  werden  (Wirsching, 
Doktorarbeit  2009).  Nach  Überexpression  von  Thymosinβ­15  kam  es  zu  einer 
segmentübergreifenden  Verschmelzung  zwischen  den  Myotomen  der  Somiten  bei  einer 
gleichzeitigen  Hochregulierung  der  Muskelregulationsfaktoren  MyoD,  Myf5  und  Pax3, 
wohingegen  es  bei  dem  Sklerotommarker  Scleraxis  zu  einer  Herunterregulierung  kam.  Der 
Knockdown  dagegen  verursachte  ein  Ausbleiben  der  Elongation  der  Myotomzellen  und 
Hemmung der Myogenese. Daneben kam es zu einer verminderten Expression von MyoD und 
Myf5 (Rudloff, Diplomarbeit 2006).   
Die  Auswirkungen  auf  die  Zelldifferenzierung  weisen  auf  eine  essentielle  Rolle  der  Aktin‐
bindenden Proteine in der Transkriptionskontrolle hin, die bei weitem über die Bedeutung für 
Zellform  und  Zellmotilität  hinausgehen.  Archer  et  al.  (2004,  2005)  und  Lee  et  al.  (2004) 
konnten  für  Flightless­I  eine  ebensolche  Beteiligung  an  der  Transkriptionskontrolle 
beschreiben. 
Ausgehend  von  den  bisherigen  Befunden  von  β­Thymosin  und  Flightless­I  in  Drosophila 
melanogaster  werden  neue  Aufschlüsse  über  die  essentiellen  Funktionen  dieser 
hochkonservierten  Aktin‐bindenden  Proteine  während  der  Embryonalentwicklung  höherer 
Wirbeltiere erhofft. Gibt es Gemeinsamkeiten in der Rolle von Thymosinβ­15 und Flightless­I 
während  der  Entwicklung?  Wenn  ja,  welche  zellulären  Prozesse,  die  über  Aktin‐Bindung 
gesteuert werden, erklären die Phänokopien nach Manipulation beider Gene? Darüber hinaus 












in  anderen  wiederum  dient  es  der  einfachen  Überprüfung  eines  von  der  Industrie  bezogenen 
Plasmids auf dessen Vollständigkeit und Korrektheit. Heutzutage wird  für die Sequenzierung  im 
Allgemeinen  die  Didesoxymethode  nach  Sanger  angewandt.  Dabei  handelt  es  sich  um  eine 
Kettenabbruch­Synthese. Die DNA wird zunächst denaturiert und anschließend, ausgehend vom 
passenden  Primer,  mit  der  DNA­Polymerase  einer  der  beiden  komplementären  Stränge 




einem  Laser  zur Fluoreszenz angeregt worden  sind,  leuchten die ddNTPs am Ende  eines  jeden 
DNA­Bruchstücks  in  unterschiedlicher  Farbe  auf  und  mit  Hilfe  eines  Detektors  kann  ein 
Chromatogramm erstellt werden. 















100‐200µl  der  Zellsuspension wurden  in  einer  Petrischale mit  LB‐Medium  und  Ampicillin‐
zusatz ausgestrichen und bei 37°C über Nacht  inkubiert. Vor dem Ausstreichen der Zellsus‐
pension musste der Agar für 1h mit 100µl IPTG und 100µl X‐Gal behandelt werden. 
X-Gal und IPTG 
X‐Gal:  5‐Brom‐4‐chlor‐3‐indoxyl‐β‐D‐galactopyranosid,  künstlich  hergestelltes  chromogenes 
Substrat  für  β‐Galactosidase,  β‐Galactosidase  hydrolysiert  X‐Gal  zu  Galactose  und  einem 
Farbstoff,  welcher  an  der  Luft  zu  einem  tiefblauen  Indigofarbstoff  oxidiert  (=qualitative 
Bestimmung der β‐Galactosidase‐Aktivität). 




IPTG:  Isopropyl‐β‐D‐thiogalactopyranosid,  ein  Galactose‐Derivat,  künstlicher  Aktivator  des 
Lactose‐Operons in E. coli. 
2.1.4 Bakterienkultur 
  Kulturen  von  Escherichia  coli  können  in  LB­Medium  angezüchtet  werden.  Plasmidtragende 
Bakterienstämme mit  Genen  für  Antibiotikaresistenzen  sollten  immer  in  einem  flüssigen  oder 
festen Medium kultiviert werden, das bereits mit dem selektiven Agens beimpft wurde. Dies führt 
dazu,  dass  sich  die  gewünschten,  plasmidtragenden  Bakterienstämme  schneller  vermehren  als 
nicht transformierte Zellen.  
  Neben  dem  selektiven  Agens  wird  den  festen  Kulturmedien  noch  X­Gal  und  IPTG  zugesetzt. 
Transformierte Zellen sind durch das Insert, das im Bereich des lacZ­Gens liegt, nicht mehr in der 




sammen  mit  5ml  LB‐Flüssig‐Medium  mit  5µl  Ampicillin  in  ein  14ml  Falcon®  Rundboden‐
kulturröhrchen (Becton Dickinson Labware) gegeben. Dieser Ansatz konnte anschließend für 







und über Nacht bei  37°C und 300rpm  inkubiert. Diese  speziellen  Erlenmayerkolben dienen 
der besseren Belüftung (örtlicher Glaswarenliferant Bruno Kummer, Freiburg). 





LB‐Medium:  „lysogeny  broth“  ist  ein  von  Giuseppe  Bertani  entdecktes  Nährmedium  für  E.coli. 















kann  es  bereits  zu  Verlusten  von  Kolonien  kommen.  Deshalb  ist  es  unbedingt  notwendig 
„Glycerolstocks“ anzulegen, um eine Lagerung für mehrere Jahre zu ermöglichen. 
Eine  Stammlösung mit  30%  Glycerol  (Sigma)  in  PBS  wurde  angesetzt  und  autoklaviert.  In 
einem  1,2ml  Kryoröhrchen  (Roth)  wurden  500µl  E.  coli  aus  der  logarithmischen  Phase 
(exponentielles Wachstum) der Flüssigkultur (= Zellsuspension aus der Vorkultur) mit 500µl 
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  Die  DNA­Ausbeute  und  Qualität  hängt  stark  von  der  Qualität  des  Zelllysats  ab.  Zellen  aus 
Flüssigkultur werden  inTris­Cl­EDTA­Puffer  resuspendiert.  Dieser  enthält  bereits  RNAse  A,  die 




in  dem  Zellbruchstücke,  denaturierte  Proteine  und  chromosomale DNA mit  ausgefällt werden, 
wohingegen die Plasmid­DNA als geschlossener Ring korrekt renaturiert und in Lösung bleibt. Das 
gereinigte Plasmid wird normalerweise an eine stationäre Phase gebunden, um durch Filtration 
und Waschschritte  die  Entfernung  von  Zellbruchstücken  aus  dem  Lysat  zu  ermöglichen. Nach 
Eluierung der DNA kann diese bei Raumtemperatur mit  Isopropanol ausgefällt werden, was die 





Durch  Pelletieren  der  Zellsuspension  mit  anschließender  Zelllyse  und  schließlichem  Auf‐
reinigen und Ausfällen der DNA mit Hilfe von Säulen und Puffern, konnte die Plasmid‐DNA in 























DEPC: Diethyldicarbonat/ Diethylpyrocarbonat,  farblose,  klare Flüssigkeit  zur  Inaktivierung von 
RNAsen  




  Der  erste  Schritt  für  die weitere Verarbeitung  nach  der Transformation  ist  die  Linearisierung. 

















situ­Hybridisierung  wird  DIG  an  die  für  die  RNA  spezifische  Base  Uridintriphosphat  (UTP) 
gebunden  und  kann  durch  einen  Anti­Digoxigenin­Antikörper,  der  mit  einem  Reporterenzym 
gekoppelt  ist,  aufgespürt werden. Da  das Digoxigenin  als Hapten  nur  in  gebundenem  Zustand 
erkannt werden kann, eignet es  sich hervorragend dazu Nukleinsäuren  in Geweben  sichtbar zu 
machen. 
  Wenn nun DIG an  sein  Substrat  (RNA/DNA) bindet,  triggert  es  eine  Immunantwort,  in der die 
Alkalische Phosphatase, gebunden an den Anti­DIG­Antikörper, die chromogenen Substrate BCIP 
und NBT zu einem blauen Farbstoff umsetzt. 
Die  DNA  musste  nun  in  RNA  transkribiert  werden.  Das  in  DEPC‐H2O  eingefrorene  DNA‐





























Ammoniumacetat:  für  Pufferlösungen  zur  Stabilisierung  des  pH,  zur  DNA‐Fällung;  Vorteil: 
keine Oligonukleotide und keine freien dNTPs werden mitgefällt 
Glykogen:  tierische  Stärke  oder  Leberstärke,  Polysaccharid,  speichert  Energie  in  Form  von 
Glucose 
Das zugefügte Ethanol wurde stets bei  ‐20°C vorgekühlt und das Präzipitationsmix so  lange 
auf  Trockeneis  inkubiert,  bis  die  Lösung  vollständig  gefroren  war.  Die  gefrorene  Lösung 
konnte danach bei 14000 Umdrehungen und 4°C 10min lang zentrifugiert werden (Zentrifuge 
5415R,  Eppendorf).  Der  entstandene Überstand wurde  verworfen  und das  Pellet mit  500µl 
70%igen DEPC‐Ethanols  gewaschen  und  durch  vortexen  gemischt.  Daran  schloss  sich  noch 
einmal ein 10minütiger Zentrifugationsschritt bei 14000 Umdrehungen und 4°C an. Der Über‐
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stand wurde  erneut  verworfen und das Pellet  schließlich  in 100µl DEPC‐H2O  resuspendiert 
und bei ‐20°C aufbewahrt. 
2.1.9 Photometrische Konzentrationsmessung 
  Mit der photometrischen Messung  ist es möglich, Konzentrationen von Lösungen zu messen.  Im 
Falle  der  DNA­Konzentrationsmessung  handelt  es  sich  um  eine  Transmissionsmessung  im 











  Plasmide  sind  kleine  ringförmige DNA­Moleküle,  die  in  Bakterienzellen  vorkommen.  Sie  liegen 
extrachromosomal und verfügen über die Fähigkeit, sich autonom zu replizieren. Dieser Sachver­
halt  und  die  Tatsache,  dass  Plasmide  neben  einem  Replikationsursprung  (Ori)  auch  Gene 
enthalten, die  sie zur Antibiotikaresistenz befähigen, machen  sie  sehr brauchbar  für molekular­
biologisches  Arbeiten.  Sie  dienen  als  Vektoren,  um  ein  oder  aber  auch mehrere  Gene  in  einen 






wird  als  einzelne  funktionale  Einheit  gesehen,  in  der  sich  Mutationen  nicht  kompensieren 




Ermittlung  des  Markergens  die  funktionelle  Integrität  des  transfizierten  Plasmids  über–
prüfen. 






For in situ hybridization: 
 
Antisense probe:  
using T3 RNA polymerase and restriction enzyme EcoRI or SacII or NotI 
 
Sense probe:  
uning T7 RNA polymerase and restriction enzyme XhoI  
Abb. 2.1  pKS­cFlightless­I 
Die  Expression  von  Fli­I  wurde  unter  der  Kontrolle  des  β‐actin‐Promotors  durchgeführt. 
Dieser  lieferte  bereits  in  vorangegangenen  Versuchen  hervorragende  Ergebnisse  in  somiti‐
schen Zelllinien (Scaal et al., 2004). Zur Auswahl positiver Klone wurde Ampicillin verwendet. 






Abb. 2.2  Schematische  Darstellung  der  Hauptelemente  des  Expressionsvektors  mit  β­actin­Promotor:  β­
actin­Promotor  in  orange, EGFP  in  grün  und Ampicillinresistenzgen  in  blau. Die Größe  liegt  bei 
5,8kb. Nur die für das Experiment verwendeten Restriktionsenzyme sind mit ihrer ungefähren Lage 










  Restriktionsendonukleasen  sind  bakterielle  Enzyme,  die  in  der  Lage  sind,  spezifische  DNA­
Basensequenzen  zu  erkennen  und  zu  schneiden.  In  der  Molekularbiologie  werden  sie  zum 




  Typ­II­Restriktionsendonukleasen  binden  spezifisch  an  bestimmte  Erkennungssequenzen  mit 
palindromer  Struktur.  Sie  schneiden  den  Doppelstrang  entweder  direkt  innerhalb  der 
Erkennungssequenz  oder  in  unmittelbarer  Nähe.  Die  Schnittenden  sind  versetzt,  es  entstehen 
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sogenannte „sticky ends“, oder gerade Schnittenden, dann spricht man von „blunt ends“. Falls die 
Sequenz  bekannt  ist,  ist  es möglich,  auf  diese Weise DNA­Fragmente  vorhersagbarer Größe  zu 
erhalten. 
Die  für  die  Versuche  verwendeten  Enzyme  sind  von  den  Firmen  Roche  und  NEB  bezogen 
worden.  Puffer  und  Temperatur  (Reaktionsbedingungen)  wurden  für  jedes  Enzym  nach 
Anleitung  ausgewählt.  Anschließend  wurden  die  Reaktionsgemische  nach  Empfehlung  des 






































  Die  Gel­Elektrophorese  dient  der  Auftrennung  oder  Reinigung  von  DNA­Molekülen 






Phenanthridin­Farbstoff  (ursprünglich  zur  Bekämpfung  von  Trypanosoma  congolense  bei 
Rindern), interkaliert mit Basenpaaren von DNA und RNA. Nach Anregung mit UV­Licht kommt es 
zur Fluoreszenzemission und die Nukleinsäuren im Gel leuchten hell auf. 














5µl  6x Gel  Loading Dye Blue  (New England Biolabs)  vermischt und  in die Vertiefungen des 
Gels eingebracht.  
Rechts  und  links  von  den  DNA‐Proben  wurden  DNA‐Marker‐Moleküle  ins  Gel  eingebracht. 
Dies  sind DNA‐Fragmente bekannter Größe  (1kb und 100bp DNA  ladders, 500µg/ml, NEB). 
Die  ersten 5min wurden die Gele bei  70V,  52mA und 3 Watt  gefahren,  um den Proben das 
Eindringen  ins  Gel  zu  ermöglichen.  Danach  konnte  auf  90‐100V,  69mA  und  5 Watt  erhöht 
werden. Die Laufzeit betrug zwischen 1‐1,5 Stunden (Powerpac 200, BioRad).  
Unter UV‐Licht  (Vilber  Lourmat) wurde  die Bandengröße durch Vergleich mit  den Marker‐
Molekülen bestimmt. 
Zur Dokumentation wurden Bilder erstellt (Raytest Isotopenmessgeräte GmbH). 



























Gelstücke  bei  50°C  im  Thermocycler  (Biometra®)  geschmolzen  und  mit  30‐50µl  Elution‐
Puffer(Qiagen) aufgereinigt wurden. 
2.2.1 Ligation von DNA­Fragmenten 
































der  Eier  erfolgte  in  einem  speziellen  Inkubator  für  Geflügeleier  (Ehret).  Die  Temperatur 
betrug  37‐38°C  bei  einer  relativen  Luftfeuchte  von  60‐85%.  Das  Entwicklungsstadium  der 
Embryonen wurde nach Hamburger und Hamilton (1951) bestimmt. Hauptkriterium für die 




Mit  Hilfe  eines  Kondensators  wird  ein  elektrisches  Feld  erzeugt,  welches  für  ein  paar 
Millisekunden  die  Zellmembran  öffnet  und  so  das  Eindringen  von  Fremd­DNA  ermöglicht.  Bei 
dieser Methode ist die Transformationsrate sehr hoch. 
  Die  Elektroporation  in  ovo  bietet  mehrere  Vorteile:  Der  Embryo  kann  in  seiner  natürlichen 
Umgebung  weiterleben  und  das  Ei  als  abgeschlossene  Einheit  ermöglicht  ein  relativ  steriles 
Arbeiten. Alle Vorgänge der Elektroporation  können  im Ei  erledigt werden. Dies  bedeutet  zum 
einen, dass die Experimente  in vivo durchgeführt werden können und zum anderen reduziert es 
deutlich  die  Risiken  versuchsschädigender,  äußerer  Umwelteinflüsse  wie  Temperaturabfall, 
Kontamination,  Austrocknung  und  Energieunterversorgung.  Durch  die  Minimierung  von 
Entwicklungsstress wird so eine hohe Überlebensrate erzielt. Darüber hinaus kann jedes einzelne 
Ei  als  eigenständiges  Experiment  angesehen  werden  und  es  besteht  keine  Notwendigkeit  das 
Muttertier zu töten, um an die Embryonen zu gelangen. 
  Die  Elektroporation  an  sich  wird  beeinflusst  von  Faktoren  wie:  Elektroden,  Abstand  der 
Elektroden zum Zielbereich, Entwicklungsstadium und Zielregion. 
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Für  die  Überexpressionsversuche  von  Flightless­I  lag  das  DNA‐Plasmid  in  Lösung  vor.  Die 
Konzentration  betrug  10,558µg/µl.  Für  eine  bessere  Durchdringung  und  ein  langsameres 
Herausdiffundieren  nach  Injektion  wurde  der  Plasmid‐Lösung  der  Farbstoff  „fast  green“ 
(Sigma) zugesetzt. Die Injektion erfolgte mit Hilfe einer Borosilikat‐Glas‐Kapillare mit einem 
Innendurchmesser  von  1,1mm  (Sutter  instruments).  Um während  der  Operation möglichst 
wenig Gewebe zu zerstören, wurde die Spitze der Kapillare durch Erhitzen und mit Hilfe eines 
speziellen  Geräts  hauchdünn  ausgezogen  (Modell  P‐97,  Sutter  instruments).  Zum  Arbeiten 
wurde  anschließend  die  Spitze  der  Kapillare mit  einer  Schere  entfernt  und  die  nun  offene 






Kabel,  die  die  Verbindung  zum  Elektroporationsgerät  (Elektroporator,  TSS  20  OVODYNE, 
Intracel)  ermöglichten.  Bei  der  Elektroporation  muss  stets  darauf  geachtet  werden,  dass 
Zellen und Elektroden  in einer Linie  liegen. Um eine unerwünschte, ungerichtete Verteilung 
des  elektrischen  Feldes  zu  verhindern,  wurden  die  Drahtelektroden  auf  der  dem  Embryo 
abgewandten  Seite  mit  schnelltrocknendem  Nagellack  ummantelt  (60s  Nagellack  von 
Rimmel). Von Zeit zu Zeit empfahl es sich, die Elektroden in doppelt destilliertem Wasser von 
Verklebungen zu reinigen. 
Für  die  Operation  wurden  alle  Instrumente  sterilisiert  und  sowohl  die  Eier  als  auch  die 
Umgebung (Tisch, Arbeitsfeld am Mikroskop) mit 70%igem Alkohol desinfiziert. Nachdem das 
Ei in horizontaler Lage geschiert und die Lage des Embryos mit Bleistift auf der Schale des Eis 
markiert  worden  war,  wurde  es  für  eine  stabile  Lagerung  in  ein  Nest  aus  mit  Alufolie 





Kalkschale  kleben.  Auf  die  mit  Bleistift  markierte  Stelle  wurde  Klebeband  geklebt  und 
anschließend mit Hilfe einer Schere ein ovales Loch von ca. 2cm Länge in das Ei geschnitten. 
Um  besser  arbeiten  zu  können,  wurde  der  Embryo  durch  Auffüllen  mit  penicillinhaltiger 
LOCKE‐Lösung  wieder  näher  an  die  Oberfläche  der  Schale  verbracht  (3ml  Plastik‐
Einmalpipette von Falkon®, Becton Dickinson Labware). 
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Um  den  Kontrast  zwischen  Embryo  und  Eigelb  zu  erhöhen,  wurde  schwarze  Tusche 
(Zeichentusche  von  Rotring),  1:10  mit  LOCKE‐Lösung  verdünnt,  in  das  Eigelb  unter  das 
Blastoderm gespritzt (ø 0,40 x 20mm, schwarz, Sterican®, Braun). 
Die weitere Arbeit erfolgte ab hier unter einem Seziermikroskop von Leica. Als erstes wurde 
die  Vitellinmembran  mit  einer  Pinzette  (55  oder  5  INOX.,  FST  by  Dumont)  oder  einem 
selbstgemachten  zugespitzten,  dünnen  Draht  geöffnet  und  der  zu  injizierende  Bereich 
freigelegt  (Abb. 2.3.1‐2.3.2). Das Plasmid  (10,558µg/µl) wurde  für eine bessere Sichtbarkeit 
mit  Fast  Green  Pulver  (Sigma)  vermischt  und  in  die  Kapillare  eingesaugt.  Dann wurde  die 
Mikrokapillare  im  präsomalen  Mesoderm,  nahe  dem  letzten  Somiten,  eingestochen  und 
langsam  von  caudal  nach  cranial  durch  die  Somiten  geschoben  (Abb.  2.3.3).  Beim 
Zurückziehen  der  Kapillare  wurde  die  DNA  mit  Hilfe  des  Saugschlauches  herausgepustet, 
wobei es sich empfahl, in der Mitte jedes Somiten eine kurze Pause zu machen, bis dieser sich 
sichtbar  gefüllt  hatte  (Abb.  2.3.4‐2.3.5).  Zuletzt  wurde  noch  einmal  LOCKE‐Lösung  auf  den 
Embryo gegeben, damit die Elektroden beim Eintauchen vollständig mit Flüssigkeit bedeckt 
sind. Eine Elektrode befand sich rechts und die andere links, leicht unterhalb des Embryos in 
einer  Linie  (Abb.  2.3.6).  Auf  diese  Weise  war  es  möglich,  in  die  dorsomediale  Lippe  des 
Dermomyotoms  zu  elektroporieren.  Die  DNA  wanderte  stets  von  der  negativ  geladenen 
(schwarz markiert) Elektrode  zur positiven  (rot markiert). Gearbeitet wurde bei  60V mit 5 


















































































der  KCl‐Stammlösung  und  21ml  von  der  CaCl‐Stammlösung  hinzugefügt  (gesamt:1058ml). 






Die  Porengröße des  Filters  betrug  0,22µm  (Integra Biosciences). Die  Stock‐Lösung  (100mg/ml) 
wurde bei  ‐20°C aufbewahrt.  Für das Arbeiten wurde Ampicillin  in  einer Konzentration 
von 100µg/µl verwendet. 
2.3.3 Sichtbarmachung des Plasmids 




  Auf  diese  Weise  ist  es  möglich,  sowohl  die  zeitliche  als  auch  die  räumliche  Verteilung  von 
Proteinen in lebenden Zellen sichtbar zu machen. 




(MZFLIII,  Leica)  durchgeführt.  Zur  Anregung  wurde  eine  Quecksilberdampflampe  (HBO® 
103W/2,  Osram)  benutzt.  Das  EGFP  konnte  mit  zwei  Filtern  (GFP1/GFP2)  nachgewiesen 
werden. Tote und missgebildete Embryonen wurden nicht verwendet, wohingegen leicht ver‐
krümmte noch  für die Analyse brauchbar waren. Mit  einer Digitalkamera  (DC 300 F,  Leica) 
wurden die Embryonen entweder direkt im Ei oder nach Fixation außerhalb des Eis in einer 
Petrischale  fotografiert.  Die  Embryonen,  die  aufgrund  ihrer  Lage  nicht  im  Ei  fotografiert 
werden konnten, mussten in LOCKE‐Lösung fixiert und dann in ein Fotoschälchen verbracht 
werden.  Das  Fotoschälchen  bestand  aus  einer  Petrischale,  die mit  etwas  Agarosegel  gefüllt 
und  mit  LOCKE‐Lösung,  PBS  oder  PBT  überschichtet  war.  Um  den  Embryo  für  das  Foto‐
grafieren  in  eine  geeignete  Position  zu  bringen,  wurde  mit  einer  Pinzette  ein  Loch  in  das 
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  Die  In­situ­Hybridisierung  ist ein Verfahren, bei dem ein markierter komplementärer DNA­ oder 
RNA­Strang  dazu  benutzt  wird,  spezifische  mRNA  in  Gewebestücken  oder  vollständigen 





  Meist  findet  Digoxigenin­markierte  RNA  Verwendung.  Das  Digoxigenin  kann  mit  Hilfe  eines 
enzymgekoppelten Antikörpers (anti­Digoxigenin­Antikörper) erkannt und in einer Farbreaktion 
sichtbar  gemacht  werden.  Es  handelt  sich  also  um  eine  Immuno­enzymatische  Reaktion.  Als 
Reporter­Enzym findet die Alkalische Phosphatase Verwendung, deren Substrate, 5­Brom­4­chlor­












Der  Embryo  wurde  vorsichtig  aus  dem  Ei  herausgeholt  und  in  eine  mit  penicillinhaltiger 
LOCKE‐Lösung gefüllte Petrischale verbracht. Unter dem Mikroskop war es nun möglich, mit 
Hilfe einer Iridektomieschere und einer Pinzette, den Embryo von den Eihäuten zu befreien. 
Danach  wurde  der  Embryo  für  die  Fixation  sofort  in  eine  paraformaldehydhaltige  Lösung 
verbracht  und  auf  Eis  gelagert.  Dabei  wurde  bis  einschließlich  Stadium  HH24  in  4% 
Paraformaldehyd (Merck) in DEPC‐PBS fixiert und ab Stadium HH25 in 4% Paraformaldehyd 
in DEPC‐PBT. Die Lagerung erfolgte bei 4°C über Nacht. Wenn die Embryonen nicht gleich für 
die  ISH  vorgesehen  waren,  wurden  sie  zur  Langzeitaufbewahrung  in  Methanol  verbracht. 







































eine  gründliche  Durchmischung  auf  dem  Magnetrührer  und  ein  pH  von  7,4  wurde  eingestellt. 
Danach  wurden  der  Lösung  10ml  Triton  (bei  37°C  vorgewärmt)  zugesetzt.  Die  entstandene 
Lösung wurde schließlich mit DEPC‐H2O auf ein Endvolumen von einem Liter aufgefüllt. 
 
4% Paraformaldehyd in PBT (4%Pfa) 
2,0g  Paraformaldehydpuder (extra pure, Merck) 
Das Pulver wurde mit 25ml PBT vermischt und in einem 65°C warmen Wasserbad erhitzt. Danach 
konnte mit  PBT  auf  ein  Endvolumen  von  50ml  aufgefüllt  und  die  Lösung  bei  ‐20°C  aufbewahrt 
werden. 
Paraformaldehyd: Polymer von Formaldehyd, konservierend, keimabtötend. 






komplementär  ist, wird mit  dem  Embryo  zusammengebracht. Nach  erfolgreicher  Bindung  der 




Alle  Lösungen  wurden  mit  DEPC‐H2O  an  Stelle  von  ddH2O  angesetzt  und  auf  der 
Schüttelplattform (Titramax 101, Heidolph) geschwenkt. Die zu hybridisierenden Embryonen 








10µg/ml  ProteinaseK  und  für  HH18‐30  20µg/ml  Verwendung  fanden.  Danach  erfolgte  ein   
10‐minütiges  Waschen  in  PBT,  gefolgt  von  der  Fixierung  in  1%  Glutardialdehyd  in  4% 
Pfa/PBT für 20min und erneutes Waschen für 10min in PBT. Bis hier wurden alle Schritte auf 
Eis durchgeführt. Zur Prähybridisierung mussten die Embryonen im Prähybridisierungspuffer 
bei  65°C  im  Hybridisierungsofen  (Thermo  electron)  inkubiert  und  der  Puffer  nach  2h 
gewechselt werden. Am nächsten Tag wurde  in  jedes Fach 1µl Digoxigenin markierte RNA‐







dann  über  Nacht  bei  4°C  mit  dem  anti‐Digoxigenin‐Antikörper  (Roche)  inkubiert.  Die  Ver‐








Zuletzt  wurde  mit  AP‐Puffer  gewaschen,  danach  mit  PBS  und  schließlich  die  fertigen 
























































Triton X‐100: = Octoxinol‐9, Detergenz,  löst Membranproteine  in  ihrem natürlichen Zustand aus 










Alle  Bestandteile wurden  gemischt, mit  DEPC‐Wasser  auf  1l  Endvolumen  aufgefüllt  und  bei  RT 
aufbewahrt. 
 







1M MgCl2 Lösung  
203,3g  MgCl2 x 6H2O (Sigma) 
Das  Salz  wurde  in  800ml  ddH2O  gelöst,  auf  ein  Endvolumen  von  1l  aufgefüllt  und  bei  RT 
aufbewahrt. 
 
5M NaCl Lösung 
292,2g  NaCl (Merck) 
Das  Salz  wurde  in  800ml  ddH2O  gelöst,  auf  ein  Endvolumen  von  1l  aufgefüllt  und  bei  RT 
aufbewahrt. 
 


























Hilfe  einer  Rasierklinge  kleine  Blöckchen mit  den  darin  enthaltenen  Embryonen  herausge‐






































Die  Paraffinblöcke  wurden  an  einem Mikrotom  von  Reichert‐Jung  (Mod.1140/Autocut)  bei 
einer  Geschwindigkeit  von  8  in  8µm  dicke  Scheiben  geschnitten.  Die  Schnitte  wurden  auf 






































































0,5M EDTA pH 8,0 
20,0g  NaOH (Merck) 
186,1  EDTA (Sigma) 



































Nach  dem  Entfernen  der  embryonalen  Hüllen wurden  die  Embryonen  für  30min  in  5%ige 
Sucrose‐Lösung  verbracht.  Danach  wurden  sie  über  Nacht  in  15%iger  Sucrose  gelagert 
(Verdünnung mit  PBS).  Das  „Einblocken“  erfolgte  am  nächsten  Tag.  Vor  dem  Erstellen  des 
Kryoblocks wurden die Embryonen für 1h in das Einbettmedium Kryolan (Kryolan) eingelegt, 
während  in der Zwischenzeit aus Aluminiumfolie kleine „Särgchen“ vorbereitet wurden. Die 
Särgchen wurden  zur  Hälfte mit  Kryolan  gefüllt  und  dann  auf  einer  in  flüssigem  Stickstoff 
stehenden Metallbrücke gefroren. Nachdem das Kryolan erstarrt war, wurde der Embryo  in 

































Zur  Dokumentation  der  Gewebeschnitte  wurde  ein  Axioskop  von  Zeiss  in  Verbindung  mit 
einer  Digitalkamera  von  Leica  (DFC  320)  verwendet.  Für  fluoreszierendes  Gewebe musste 
zusätzlich eine Fluoreszenzlampe (Zeiss, HBO 50W) benutzt werden. 
2.3.13 Untersuchung von Zelluntergängen 
  Bei  der  Untersuchung  auf  Zelluntergänge  wird  überprüft,  ob  durch  die  Elektroporation  eine 









Nach  erfolgreichen  Untersuchungen  an  Drosophila  melanogaster  (Kremer,  Diplomarbeit 
2007) war es nun Aufgabe dieser Dissertation herauszufinden, welche Rolle Flightless­I in der 
Embryonalentwicklung von Vertebraten zukommt. 




und  in welchen embryonalen  Strukturen bzw. Organen ein Gen  zum  Zeitpunkt der Fixation 
abgelesen wurde. 
Um Einblicke  in die Aktivität  von Flightless­I  zu bekommen, wurde mit  der Technik der  In‐
situ‐Hybridisierung am Hühnchen gearbeitet. 
Zunächst war  es  notwendig, mittels  In‐situ‐Hybridisierung  eine  Expressionsstudie  durchzu‐
führen,  um herauszufinden,  in welchen  embryonalen  Strukturen des Hühnchens Flightless­I 
aktiv ist. Danach galt es, in einer Funktionsanalyse, mit Hilfe der Überexpression, den Einfluss 
von Flightless­I auf andere Entwicklungsfaktoren zu testen.  








For in situ hybridization: 
 
Antisense probe:  
using T3 RNA polymerase and restriction enzyme EcoRI or SacII or NotI 
 
Sense probe:  
uning T7 RNA polymerase and restriction enzyme XhoI  
Abb. 3.1  Plasmid mit der „full length“ von Flightless­I 
Für die Herstellung der RNA‐Sonde wurde, wie bereits in Material und Methoden beschrieben, 
das  doppelsträngige  DNA‐Plasmid  linearisiert,  mit  Digoxigenin  markiert  und  anschließend 
transkribiert. 


































Zunächst wurden  alle  In‐situ‐Hybridisierungen mit  der  vollen Gensequenz  (full  length)  von 
Flightless­I durchgeführt. Die Sonde mit 3935bp ergab bereits nach 20min Färbezeit ein Signal 
und  die  Reaktion  konnte  schon  nach  40min  abgestoppt  werden.  Die  Färbung  war  kräftig 
(violette  Färbung)  und,  um  Hintergrundfärbungen  auszuschließen,  wurden  einige  der 
Embryonen in Methanol oder Dimethylformamid geklärt (blaue Färbung). 
Kleine  und  mittlere  Stadien  konnten  auf  diese  Weise  mühelos  untersucht  werden.  Jedoch 
ergab  sich  ab  Stadium  HH20  ein  Problem:  Die  Sonde  war,  eventuell  aufgrund  ihrer 
überdurchschnittlichen  Länge,  nicht  mehr  in  der  Lage,  das  Gewebe  vollständig  zu 
durchdringen,  und  so  entstanden  abweichende  Ergebnisse  zwischen  der  In‐situ‐










(links)  und  der  ISH  durchgeführt  an  Paraffinschnitten  (rechts).  Links  ist  das  Signal  nur  auf  die 





möglicherweise  auf  die  begrenzte  Durchdringung  zurückzuführen.  Diese  Art  der  Färbung 
a b
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einen  Embryo  des  Stadiums  HH25  dargestellt,  ist  das  Signal  keineswegs  nur  auf  die 
Randbereiche  beschränkt,  sondern  zeigt  sich  auch  deutlich  in  tiefer  gelegenen  Geweben. 
Ausgehend  von  diesen  Befunden  wurden  alle  Stadien  (HH06‐HH36)  überprüft  und 
festgestellt, dass die anfänglich gefundene, auf den äußeren Rand beschränkte Färbung, durch 
die Durchdringung aufgrund der großen Sonde begrenzt wird.  
Auch  das  Zerteilen  der  „whole mounts“  in  kleinere  Stücke  (Längsspaltung  und Abtrennung 




3935bp  nicht  mehr  in  der  Lage  war,  dickere  Gewebeschichten  zu  penetrieren,  wurde  ein 










Abb. 3.6  Das pDrive­cFlightless­I­Plasmid mit 7787bp. Es  sind  lediglich die Schnittstellen der verwendeten 
Restriktionsenzyme BamHI und NcoI eingezeichnet. Oben rechts auf dem Plasmid beginnend, liegt 
zwischen den Schnittstellen BamHI und NcoI das 1428bp lange 3`Ende­Fragment von cFlightless­I, 
gefolgt  von  dem  Mittelstück  mit  1524bp  zwischen  den  Schnittstellen  NcoI  und  BamHI  und 
schließlich das kleinste Teilstück mit 924bp zwischen den Schnittstellen BamHI und NcoI. 
Das pDrive­cFlightless­I­Plasmid besitzt 7787bp, wobei die Größe des pDrive‐Vektors 3911bp 













der  drei  cFlightless­I Fragmente,  das  5`Ende mit  924bp.  Durch  Selbstligation  dieses  großen 
Teilstückes entstand das erste der drei Konstrukte. Das kleine  Teilstück, das aus der ersten 
Restriktion  hervorgegangen  war  (2952bp),  fand  für  die  weitere  Konstruktion  keine 
Verwendung. 
Um  das  zweite  Konstrukt  zu  erhalten,  wurde  pDrive­cFlightless­I  (7787bp)  mit  dem 
Restriktionsenzym  NcoI  geschnitten.  Es  entstanden  wieder  zwei  Teilstücke.  Das  größere 
Stück enthielt mit  einer Länge von 5339bp den pDrive‐Vektor und das 3`Ende mit 1428bp. 
Durch  erneute  Selbstligation  dieses  großen  Stückes  entstand  das  zweite  Konstrukt.  Das 
zweite,  aus  der  Restriktion  hervorgegangene  Fragment  (2448bp),  wurde  für  die  weitere 
Konstruktion verwendet. 
Zur Gewinnung des dritten cFlightless­I­Konstrukts wurde das aus der zweiten Restriktion mit 
NcoI  gewonnene  große  Teilstück  (5339bp)  mit  BamHI  geschnitten.  Das  Ergebnis  war  die 
Gewinnung des pDrive‐Vektors  (3911bp) und des 3`Ende‐Fragments  (1428bp). Das aus der 
zweiten,  mit  NcoI  durchgeführten,  Restriktion  erhaltene  kleine  Teilstück  (2448bp)  wurde 
ebenfalls mit BamHI geschnitten. Daraus ergaben sich das kleine 5`Ende‐Fragment mit 924bp 
und  das  1524bp  lange Mittelstück.  Durch  Ligation  des  pDrive‐Vektors mit  dem Mittelstück 





Links:  enzymatische  Verdauung  von  pDrive­cFlightless­I  mit  BamHI.  In  der  Gelelektrophorese 
werden jeweils zwei Banden sichtbar. Bei den oberen Banden handelt es sich um das 4835bp lange 
Fragment, das  sowohl den Vektor pDrive als auch das 5`Ende­Fragment von  cFlightlessI enthält. 
Durch  Selbstligation  entsteht  das  erste  der  drei  gesuchten  Fragmente.  Bei  den  beiden  unteren 











Rechts:  enzymatische  Verdauung  von  pDrive­cFlightless­I  mit  NcoI.  Die  beiden  oberen  Banden 
zeigen das 5339bp lange Teilstück, das zum einen den pDrive­Vektor und zum anderen das 3`Ende­



















tiefe, wobei  das Mittelstück, welches  das  spezifischste  Teilstück  von  allen war,  die  stärkste 















Da mit  der  Technik  der  „Floating  In‐situ‐Hybridisierung“,  bei  der  die  Embryonen  zuerst  in 
Agarose‐Gel eingebettet, dann mit dem Vibratom in mikrometerfeine Schnitte zerteilt werden 
und  erst  anschließend  an  diesen  Schnitten  die  ISH  durchgeführt  wird,  auch  keine 
befriedigenden  Ergebnisse  erzielt werden  konnten, wurden  alle  Aussagen  des  Expressions‐




Die  Expression  von Fli­I  beginnt  schon  in  den  frühen  Stadien  der  Entwicklung.  Ab  Stadium 
HH04 zeigt sich in der Area pellucida und im Primitivstreifen deutlich das Signal, welches in 
beiden  sich  entwickelnden  Strukturen  fortan  konstant  bleibt.  Die  Expression  im  Primitiv‐













deutlich,  dass  im  cranialen  Bereich  sowohl  die  Neuralfalten  als  auch  die  Neuralrinne  das 
Signal  aufweisen.  In  weiter  caudal  gelegenen  Schnitten  durch  den  Primitivknoten  und  den 
Primitivstreifen  zeigt  sich,  dass  alle  drei  Keimblätter,  Ektoderm, Mesoderm  und  Entoderm, 


























































Mit  der  fortschreitenden  Entwicklung  des  Embryos  und  dem  Ersatz  des  Primitivstreifens 
durch die Neuralrinne mit Neuralfalte und angrenzender Neuralplatte bleibt die Expression 
von Flightless­I  in diesen  frühen neuronalen Strukturen bestehen. Die Expression zeigt  sich, 
wie  in  Abbildung  3.10B  dargestellt,  deutlich  in  den  Neuralfalten  und  bleibt  auch  im  sich 
schließenden Neuralrohr erhalten. 
Wie in den Querschnitten Abb.3.10a‐d gezeigt, ist das Signal gleichmäßig über alle Zellen des 
Neuralrohrs  verteilt.  Im  Schnitt  durch  Stadium HH14  (Abb.3.10c)  lässt  sich  eine  verstärkte 
Färbung am rechten und  linken Randbereich des Neuralrohrs erkennen, was auch  im Quer‐
schnitt durch Stadium HH17  (Abb.3.10d)  sichtbar wird. Zusätzlich zeigt  sich  in Abbildung d 
eine  verstärkte  Ausprägung  des  Signals  in  den  subektodermal  gelegenen  Strukturen  des 








das Mesencephalon,  gefolgt  von Rhombencephalon, welches  in Met‐  und Myelenencephalon 
unterteilt  wird,  erstreckt  sich  die  Expression  schließlich  bis  hinein  ins  Rückenmark 
(Abb. 3.11C‐H). 
In Abbildung 3.11C ist eine verstärkte Signalausprägung im Bereich des Infundibulums, zwi‐
schen  Pros‐  und  Mesencephalon,  zu  erkennen.  Desweiteren  zeichnet  sich  die  Expression 
deutlich in den Rhombomeren des Myelenencephalon ab (Abb. 3.11E). 
In älteren Stadien, wie z.B. Stadium HH30, hier Abbildungen 3.11d‐e, lässt sich bereits in Tel‐








einer  differenzierteren Gewebestruktur  im Rückenmark  auch  gut  sichtbare Unterschiede  in 
der Intensität der Expression von Flightless­I. 
In den Abbildungen 3.12A und a ist deutlich zu erkennen, dass die stärkste Expression sich in 




enmark weitestgehend  dem  adulten.  Stark  ausgeprägt  ist  das  Signal  von  Flightless­I  in  der 
grauen  Struktur,  wobei  ein  deutlicher  Intensitätsanstieg  in  den  kortikalen  Bereichen  der 
rechten und linken dorsalen Wurzel zu verzeichnen ist (Abb. 3.12b, rote Pfeile). Ebenfalls eine 
stärkere  Färbung  findet  sich  ausgehend  von  den  dorsalen  Wurzeln  in  ventromedialer 
Richtung  zum  Canalis  centralis  hin  gelegen  (Abb.  3.12b,  rote  Pfeile).  Die  höchste 
Expressionsintensität  innerhalb der  Schmetterlingssubstanz  findet  sich  in der  ependymalen 
Zellschicht, die den Canalis centralis umschließt, welche nur durch eine kleine Aussparung am 













  1  :  Neuralrinne 
  2  :  Neuralfalte 
  3  :  Neuralplatte 
  4  :  Neuralrohr 
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muster.  In  Stadium  HH13  (Abb. 3.13a.B)  ist  deutlich  zu  erkennen,  dass  das  Zentrum  der 
Somiten  sehr  viel  stärker  gefärbt  ist  als  die  Peripherie.  Eine  Signalverstärkung  findet  sich 





Nach  einer  Bebrütungsdauer  von  drei  Tagen,  dies  entspricht  Stadium  HH20,  nehmen  die 
Somiten  eine  quadratische  Form  an.  Hier  zeichnet  sich  jetzt  eine  Erhöhung  der  Expression 
von Fli­I  im Zentrum der Somiten gegenüber der Peripherie ab  (Abb.3.13a.F,  roter Pfeil).  In 
Stadium HH24 wird dies noch deutlicher (Abb. 3.13a.G). 
Ab  Stadium  HH25  verändert  sich  das  Expressionsmuster  erneut.  Die  Somiten  exprimieren 






sehen,  dass  sich  eine  leichte  Signalverstärkung  an  der  Grenze  zwischen  Somitocoel  und 
Somitenepithel  abzeichnet  (roter  Pfeil).  In  Stadium  HH13  zeigen  sich  Somitocoel  und 
Somitenepithel gleichmäßig gefärbt (Abb. 3.13b.b). 
Mit der  fortschreitenden Reifung der Somiten öffnen diese sich  nach ventral und bilden von 
dorsal  nach  ventral Dermomyotom, Myotom und  Sklerotom  aus.  In  Abbildung  3.13b.c wird 
sichtbar,  dass  alle  drei  Strukturen  Flightless­I  exprimieren.  Am  ventralen  Rand  des 
Dermomyotoms  allerdings,  zeigt  sich  an  der  Grenze  zum  Myotom  eine  drastische 
3. Ergebnisse    69 
Signalerhöhung  gegenüber  den  umliegenden  Strukturen.  Am  rechten  Somiten  lässt  sich 
erkennen,  dass  diese  Signalverstärkung  sich  auch  am  dorsalen  Rand  des  Myotoms  findet 
(siehe roter Pfeil). 
In  Stadium  HH17  zeichnet  sich  das  Dermomyotom  in  seiner  Expression  deutlich  von  den 
umliegenden Geweben ab. Nach wie vor ist das Signal in allen bis dahin entwickelten Organen 





Darüber  hinaus  ist  zu  bemerken,  dass,  wie  bereits  in  Abschnitt  3.2.2.2  „Neuralrohr“  be‐
schrieben, sich weitere Signalverstärkungen am dorsalen Rand des Neuralrohres und auch an 
den Dorsalrändern der Extremitätenleisten befinden (Abb. 3.13b.d). 
Nach  5  Tagen  Bebrütungszeit  in  Stadium  HH25  (Abb. 3.13b.e)  zeigt  sich  in  der  gut 
entwickelten dorsalen Lippe des Dermomyotoms,  am äußersten Rand der  Lippe,  eine  klare 
Abschwächung des Signals. 
Die  Expression  von  Flightless­I bleibt  keineswegs  nur  auf  die  Somiten  beschränkt,  sondern 
findet ebenso ihren Fortgang in den hypaxialen Muskelstrukturen, sowie in der autochthonen 
Rückenmuskulatur  (hier  dargestellt  in  Abbildung  3.13b.f  an  einem  Stadium  HH30).  In 
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den  Abbildungen  3.14.a‐d  zeigt  sich,  dass  sämtliche  Knorpelstrukturen  Flightless­I 
exprimieren.  Dabei  auffallend  ist,  dass  das  Signal  besonders  stark  in  jungem  Knorpel 
exprimiert wird.  Je weiter distal der Schnitt erfolgt, desto stärker und homogener die Färb‐
ung.  Proximalwärts, wo der Knorpel  dicker  und  im Zuge der Entwicklung  auch  reifer wird, 
schwindet  das  Signal  von  Flightless­I  zunehmend  aus  dem  Zentrum  der  Digiti,  bis  es 
schließlich  im  reiferen  Knorpelskelett  fast  nur  noch  auf  einen  peripheren  Randbereich 
begrenzt ist. 
In  Stadium  HH35  zeigt  sich  in  Oberschenkel‐  und  Beckenskelett  deutlich,  wie  im  reiferen, 
differenzierteren Knorpel  zusehends die Expression von  Flightless­I  schwindet  und  sich  auf 
die periostalen Bereiche zurückzieht (Abb. 3.14.d‐f). 
Chorda dorsalis 




Mit  zunehmender  Differenzierung  des  Gewebes  spezifiziert  sich  auch  die  Expression  auf 
bestimmte Strukturen der Chordazellen. Es zeigt sich nunmehr keine homogene Färbung der 




















































































In  den  frühen  Stadien  der  Entwicklung  zeigt  sich  das  Signal,  wie  bereits  in  Kapitel  3.2.2.3 
„Somiten  und  Muskulatur“  beschrieben,  in  den  Somiten  und  somit  auch  in  Anteilen  von 
Vorläuferstrukturen der zukünftigen Haut.  




Im  Querschnitt  durch  Stadium  HH06  (Abb. 3.16.a)  wird  deutlich,  dass  Flightless­I  im 
Mesoderm exprimiert wird, aus dem später die Somiten hervorgehen. Während der Entwick‐
lung findet sich das Signal zunächst auch in der äußersten Körperhülle, dem Ektoderm. Dies 
kann  bis  Stadium  HH12  verfolgt  werden,  was  einer  Bebrütungsdauer  von  45‐49  Stunden 
entspricht.  Ab dem Stadium HH13  verschwindet  das  Signal  von  Flightless­I  schließlich  voll‐
ständig  aus dem Ektoderm  (siehe Abb. 3.16.e‐h)  und wird  erst wieder  ab  Stadium HH30  in 
Teilen des Körpers und der Extremitäten in dieser Struktur exprimiert (Abb. 3.16.n‐s). 
Nach  der  Öffnung  der  Somiten  und  Ausbildung  von  Dermotom, Myotom  und  Sklerotom  ist 
deutlich zu erkennen, wie Flightless­I im Dermatom und besonders stark an dessen ventralem 
Rand exprimiert wird (Abb.3.16.f und h). 
In  Stadium HH17  lässt  sich  ebenfalls  diese  Expressionsverstärkung  am  ventralen Rand  des 
Dermomyotoms  erkennen  und  es  zeigt  sich  zusätzlich  eine  starke  Expression  in  den 
entstehenden Myotomzellen (Abb. 3.16.i). 
Nach  5  Tagen  Bebrütungszeit,  in  Stadium  HH25,  erscheint  das  Dermomyotom  deutlich 
gefärbt, wobei es zu einer Expressionssteigerung im dorsomedialen Bereich kommt und sich 
dann am äußersten Randbereich,  in der  sogenannten dorsomedialen Lippe, wieder  verliert. 
Auf diese Weise entsteht an dieser Stelle eine deutliche Aussparung des Signals (Abb. 3.16.j). 
Die Expression von Flightless­I in den Extremitäten ergibt zunächst eine homogene Färbung in 











In  Stadium  HH35  schließlich  findet  sich  in  der  Epidermis  ein  ausgeprägtes  Signal  von 
Flightless­I, das sich ebenso auf die Federknospen erstreckt (Abb. 3.16.g). Mit fortschreitender 
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  8  =  Neuralfalte 






















Zunächst  ist  lediglich  die  primitive  Augenblase mit  dem  Signal  von  Fli­I  zu  sehen,  die  sich 
jedoch rasch zum sogenannten Augenbecher entwickelt (Abb. 3.17.B), bis sich schließlich das 
Auge  zu  komplexeren  Strukturen  differenziert  und  nicht  nur  der  Augenbecher  das  Signal 
exprimiert, sondern auch die Linse (Abb. 3.17.C). 
Da  das  Auge  sich  im  Laufe  der  Entwicklung  zu  einem  kompakten,  mehrschichtigen  Organ 
entwickelt, war es nicht mehr möglich, aufgrund von „Whole mounts“, exakte Aussagen über 
die  Expression  von  Flightless­I  zu  machen.  In  den  Abbildungen  3.17.a‐e  sind  deshalb  zur 
genaueren Analyse Querschnitte durch das Auge gezeigt. 
In  Stadium  HH19  (Abb. 3.17.a)  exprimieren  sowohl  der  Augenbecher,  mit  seinen  beiden 
Schichten  Retina  und  Pigmentschicht,  das  Signal  von  Flightless­I  als  auch  die  Linse.  Die 
Paraffinschnitt‐In‐situ‐Hybridisierung in Stadium HH20 (Abb. 3.17.b) lässt erkennen, dass die 
Zellen  von Retina  und  Pigmentschicht  als  Ganzes  Flightless­I  exprimieren.  Die  Linsenfasern 
zeigen nur ein schwaches Signal von Fli­I, während die Zellen im vorderen Linsenepithel und 
in  der  hinteren  Linsenfläche  sehr  deutlich  das  Signal  exprimieren.  Schön  dargestellt  ist  in 
Abbildung 3.17.b die Expression im Nervus opticus auf seinem Weg zum Diencephalon.  
Im  sich  entwickelnden  Auge  bleibt  das  Signal  in  Retina,  Pigmentschicht  und  Iris  erhalten, 
wohingegen die Expression in den Linsenfasern und in den Zellen der hinteren Linsenfläche 








































































































































In  den  Stadien  HH14‐23  (Abb. 3.18.A‐D)  ist  deutlich  die  Expression  von  Flightless­I  im 
Ohrbläschen zu sehen. Zusätzlich erlaubt Abbildung 3.18.B einen Blick auf den ebenfalls Fli­I 








































































Organ  (Abb. 3.20.a).  Im  heranwachsenden  Lungengewebe  wird  Flightless­I  homogen 
exprimiert. Zu einer deutlichen Intensitätssteigerung kommt es im Bereich der Bronchien, an 
der  dem  Lumen  zugewandten  Seite  sowie  an  der  Grenze  zwischen  Bronchus  und  dem 
übrigem Lungengewebe (Abb. 3.20.b). 
Nach 9 Tagen Bebrütungszeit, in Stadium HH35, sind bereits die einzelnen Zellen im Lungen‐
gewebe  zu  erkennen.  Eine  starke  Expression  von  Flightless­I  findet  sich  im  einschichtigen 
Plattenepithel der Bronchien. Die übrigen Lungenzellen zeigen das gleiche Expressionsmuster 
für Flightless­I. Dabei fällt auf, dass deutlich mehr Lungenzellen im direkten Anschluss an das 











































Im Bereich des Beckens  zwischen Niere  und  lateraler Bauchwand befindet  sich beim weib‐
lichen Hühnchen der Eileiter. Das embryonale Ovidukt weist noch kein zottenartiges Lumen 
auf, wie dies beim adulten Organ der Fall ist. 
Alle  Zellen  im  Ovidukt  exprimieren  Flightless­I.  Zusätzlich  zeigt  sich  eine  Steigerung  der 
Expression  in  der  innersten  zirkulären  Schicht,  die  dem  Lumen  zugewandt  ist  und  aus  der 


























die  verschiedenen  Entwicklungsstadien  hinweg,  ein  breitgefächertes  Vorkommen  von 
Flightless­I  in  nahezu  allen  Organen.  Die  Entdeckung  des  Signals  im Ovidukt war mehr  ein 
Zufallsbefund  als  Gegenstand  gezielter  Untersuchungen.  Leider  befand  sich  unter  den 
zahlreichen  analysierten  Embryonen  älterer  Stadien  kein männliches  Exemplar,  so  dass  an 




In  der  Abbildung  3.22.a  ist  zu  erkennen,  dass  dieses  kraniale  Leberdivertikel  homogen 
Flightless­I  exprimiert. Mit der  fortschreitenden Entwicklung des Embryos bildet sich  in der 
Leber  allmählich  die  organtypische  „Bälkchenstruktur“  aus.  Im  Querschnitt  durch  einen 
Embryo Stadium HH25 (das entspricht einer Bebrütungsdauer von 4,5‐5 Tagen) ist zu sehen, 
dass  Flightless­I  in  sämtlichen  Leberzellen  exprimiert  wird  (Abb. 3.22.b).  Dabei  ist  zu  ver‐
merken,  dass  die  Ränder  der  Zellen  gegenüber  dem  Zytoplasma  eine  stärkere  Färbung 
aufweisen. 
Nach 7 Tagen Bebrütungszeit, dies entspricht Stadium HH30, wird das Signal  in den Leber‐
zellen  merklich  schwächer.  Dafür  heben  sich  entlang  der  Leberbälkchen  und  entlang  des 
Lumens  der  Blutgefäße  Kapillarzellen  durch  eine  gesteigerte  Expression  von  Flightless­I 
hervor (Abb. 3.22.c u.d). 
In Stadium HH35, nach 9 Tagen Bebrütungszeit, ist in den Leberzellen keine Expression mehr 

























































Vena vitellina.  In den Abbildungen 3.23a.A u. B, mit  ihren  jeweiligen Vergrößerungen, wird 
das Signal in dieser Struktur parallel des Neuralrohres, cranial der ersten Somiten, sichtbar. 
In Stadium HH10, nach 33‐38 Stunden Bebrütung, ist auf der rechten Seite des Embryos das 








Das  prominenteste  Blutgefäß  im  jungen  Embryo  ist  die  Aorta  descendens.  In  Abbildung 
3.23b.a wird die Expression in diesem Gefäß deutlich. Desweiteren findet sich das Signal von 
Flightless­I  sowohl  in der Vena vitellina, wie bereits  im  „Whole mount“  gezeigt,  als  auch  im 
Sinus venosus (Abb. 3.23b.a). Auf der Höhe der Somiten taucht die paarige Aorta dorsalis auf, 
die  ebenfalls  Flightless­I  exprimiert  (Abb. 3.23b.b).  In  den  Stadien  HH25  und  HH28 
(Abb. 3.23b.c  und  e)  zeigt  sich  das  Signal  von  Flightless­I  deutlich  in  der mit  Blut  gefüllten 
Aorta descendens. 
In den Abbildungen 3.23b.d, f und g ist die Expression von Flightless­I im Herzen dargestellt. 
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Vorderdarm  deutlich  zu  sehen.  Noch  stärker  als  im  Vorderdarm  selbst  stellt  sich  die 
Expression am Rand der kranialen Verdauungsöffnung dar (Abb. 3.24.A). Der Querschnitt  in 
Abbildung 3.24.a  zeigt  ein  gleichmäßiges  Signal  von Flightless­I  im Vorderdarm. Durch  eine 
gesteigerte Expression tritt das Signal in der „oralen Membran“ besonders hervor. Auch findet 
sich  unmittelbar  dorsal  der  oralen  Membran,  im  Vorderdarm  selbst,  eine  dünne  Linie  mit 
gesteigerter  Expression,  die  jedoch  in  ihrer  Intensität  nicht  an  die  der  oralen  Membran 
heranreicht (roter Pfeil). In einem Querschnitt weiter kaudal durch den Embryo stellt sich der 
Vorderdarm  als  geschlossenes  Rohr  dar.  Die  Expression  von  Fli­I  bleibt  auch  in  diesem 





Medianen  unterhalb  von  Herz  und  Leber  tritt  deutlich  der  Muskelmagen,  begleitet  von 
Duodenum, zum Vorschein. 
Muskelmagen 




deutliches  Signal  von  Flightless­I  auf.  Hier  erscheint  die  Expression  homogen  und  ist 
gleichzeitig  die  Schicht  mit  der  schwächsten  Expression  im  Vergleich  zu  allen  anderen 
Schichten des Muskelmagens. Unter dieser Schicht erscheint im ventralen Bereich des Organs 
die am kräftigsten gefärbte Struktur, das Stratum longitudinale der Tunica muscularis gastris. 
Diese  stark  Fli­I  exprimierende  Schicht  besteht  in  der  Hauptsache  aus  längs  getroffenen 
Muskelfasern von kräftiger Färbung. Weiter Richtung Lumen vordringend  folgt das Stratum 
circulare  der  Tunica  muscularis  gastris,  das  ebenfalls  deutlich  das  Signal  von  Flightless­I 




bestehende  Hornschicht  ist  die  einzige  Struktur  des  Muskelmagens,  die  kein  Signal  von 
Flightless­I  exprimiert.  Zwischen  der  Keratinoidschicht  und  den  Muskelschichten  existiert 





Abbildung  3.24.h  veranschaulicht  die  Schichtung  des  Drüsenmagens  im  Querschnitt.  Im 
Innern dieses Magens findet sich die Schicht der oberflächlichen Propriadrüsen, die in ihrem 
hochprismatischen Epithel  eine deutliche  Expression  von  Flightless­I  zeigen. Dabei  fällt  auf, 
dass  sich  das  Signal  hauptsächlich  auf  die Mitte  der  Epithelzellen  beschränkt,  während  im 
apikalen Teil,  im Bereich  der Mikrovilli,  das  Signal  völlig  fehlt.  Die  oberflächlichen Propria‐
drüsen werden umgeben von den tiefen Propriadrüsen. Diese zeigen ebenfalls das Signal von 








Mit der  innersten Schicht beginnend,  findet sich das Signal  in den hochprismatischen Zellen 
der Darmschleimhaut. Im Gegensatz zur Magenschleimhaut fehlt hier ein signalfreier apikaler 
Mikrovillisaum. Weiter in die Peripherie vordringend, findet sich die Expression sowohl in der 











































































































Während  der  Entwicklung  der  Harnausscheidungsorgane  werden  drei  Generationen  von 
Nierenanlagen unterschieden: Als erstes entsteht nach 36 Stunden Bebrütungszeit auf Höhe 
des  5.‐15.  Somiten  die  rudimentäre  und  funktionslose  Vorniere,  die  bereits  am  8.  Tag  der 
Entwicklung wieder verschwunden  ist.  Zwischen dem 5. und 15. Tag  taucht  im Bereich des 








Um  die  weitere  Expression  während  der  Nierenentwicklung  zu  beobachten,  war  es 
notwendig,  Gewebeschnitte  zu  betrachten.  Die  Querschnitte  3.25.a‐e  veranschaulichen  die 
Expression  von Flightless­I  im Wolffschen  Gang.  Dieser weist  in  allen  untersuchten  Stadien 
eine homogene Färbung auf.  
In älteren Embryonen lässt sich die Expression von Fli­I in Meta‐ und Mesonephros verfolgen. 
Die  Abbildungen  3.25.f‐j  und  k‐m  lassen  die  heterogene  Expression  in  den  Tubuli  des 
Mesonephros  erkennen.  Während  einige  Tubuli  das  Signal  deutlich  exprimieren,  zeigen 
andere  keinerlei  Expression.  Das  Signal  beschränkt  sich  dabei  dann  lediglich  auf  das  die 
Tubuli  begleitende  Bindegewebe.  In  den  Zellen  des  Bindegewebes  ist  die  Expression  noch 
sehr viel stärker als in den Fli­I positiven Tubuli. Desweiteren findet sich Flightless­I nicht nur 
in  einigen  Tubuli  des  Mesonephros  und  in  dessen  Bindegewebe,  sondern  sowohl  in  der 
Bowmannschen Kapsel als auch in den Kapillaren der Glomerula selbst (Abb. 3.25.h und i). 
In  den  Abbildungen  3.25.j  und  k  ist  die  Expression  im Metanephros  dargestellt.  Das  Organ 
exprimiert das Signal von Flightless­I  in allen Strukturen. Im Bindegewebe ist die Expression 
deutlich zu erkennen. Darüber hinaus exprimieren sämtliche Tubuli das Signal. Dabei fällt auf,  
dass  einige  Tubuli  zum  einen  eine  homogene  und  zum  anderen  eine  sehr  viel  stärkere 
Expression aufweisen. Bei den Tubuli mit der stärkeren und homogenen Expression zeigt sich 















































































Dissertation  herauszufinden, welche  Funktion  Flightless­I  in  der  Embryonalentwicklung  zu‐
kommt und in welchem Verhältnis Flightless­I zu den anderen Entwicklungsfaktoren steht. 
Wie  in  der  Expressionsstudie  gezeigt,  wird  Flightless­I  sowohl  in  den  Somiten  und  in  der 
Skelettmuskulatur als auch in der glatten Muskulatur der Organe exprimiert. Diese Tatsache 
und der Sachverhalt, dass Flightless­I, wie schon in anderen Untersuchungen gezeigt (Kremer; 
De Couet  et  al.;),  zur Gelsolin‐Superfamilie  der  aktinbindenden Proteine  gehört, machte die 






Fluoreszenzprotein  EGFP,  musste  das  Überexpressionsplasmid  auch  einen  geeigneten 
Promotor enthalten. Hierfür wurde ein beta‐Aktin‐Promotor ausgewählt. 
Zunächst  war  für  die  Konstruktion  die  Herstellung  eines  geeigneten  Vektors  wichtig,  der 
zusätzlich das für die Detektion wichtige Fluoreszenzprotein EGFP enthielt. Hierfür wurde ein 








Der  zweite  Schritt  bestand  darin,  einen  beta‐Aktin‐Promotor  zu  gewinnen.  Um  den  1,4kb 
großen  Promotor  zu  erhalten,  wurde  dieser  mit  den  Restriktionsendonukleasen  NdeI  und 





Zur  Gewinnung  des  Inserts,  und  somit  dem wichtigsten  Teil  des  Überexpressionsplasmids, 
wurde  aus  dem  aus  München  erhaltenen  pmodi­KS­cFlightless­I­Plasmid  (6935bp)  die  „full 








werden  und  so  vier  Fragmente  mit  den  Größen  4893bp,  2952bp,  1363bp  und  1031bp 
ergeben. 
Die  Restriktion  von  pCMS‐EGFP  mit  XhoI  und  die  Restriktion  von  beta‐Aktin‐Promotor‐
Plasmid mit EcoRI ergab die sofortige Linearisierung der beiden Plasmide. Der Versuch, das 
pmodi­KS­cFlightless­I­Plasmid  mit  XhoI  zu  schneiden,  ergab  kein  positives  Ergebnis. 
Normalerweise sollte auch dieses Plasmid nach der Restriktion in linearisierter Form vorlieg‐
en, aber, wie die Gelelektrophorese zeigte, lag das Plasmid immer noch in der geschlossenen 
Ringstruktur  vor  und  bildete  im  Gel  einen  sogenannten  „Supercoil“  anstelle  einer  klaren 
Bande  (Abb.  3.29A).  Der  Versuch,  das  cFlightless­I­Plasmid  mit  XhoI  zu  schneiden,  wurde 
mehrfach  wiederholt,  jedoch  ohne  Erfolg.  Daraufhin  wurde  eine  neue  Versuchsreihe 
angesetzt, in der der Restriktionsansatz verändert wurde. Die Anteile an doppelt destilliertem 
Wasser und Puffer wurden erhöht,  die Menge der  verwendeten DNA wurde verringert und 
zusätzlich  vor  dem  Versuch  gründlich  durchmischt,  um  etwaiger  Klumpenbildung 
entgegenzuwirken.  Auch  mit  diesem  Versuchsansatz  konnte  keine  Linearisierung  erzielt 
werden.  Desweiteren  wurde  versucht,  das  Plasmid  durch  eine  längere  Inkubation  mit 
Restriktionsenzym zu öffnen. Mit XhoI wurde nicht wie gewöhnlich für 2 Stunden inkubiert, 
sondern über Nacht. Nach mehrmaligen Versuchen auf diese Weise wurden schließlich drei 




und  wurde  deshalb  als  äußerst  zweifelhaft  eingestuft  und  vom  weiteren  Vorgehen 
ausgeschlossen. 




Wasser  erhöht  wurden,  während  die  DNA‐Menge  verringert  wurde,  keine  Linearisierung 
erzielt werden. 
Um dem Problem näher  auf  den Grund  zu  gehen, wurde  das  pmodi­KS­cFlightless­I­Plasmid 




Somit  wurde  klar,  dass  das  Problem  auf  Seiten  der  Restriktionsendonuklease  XhoI  lag, 
während  EcoRI  in  der  Lage  war,  das  Plasmid  ohne  Probleme  zu  schneiden.  Gleichgültig 









cFlightless­I­Plasmids  wurde  ein  neuer  Konstruktionsplan  unter  Umgehung  von  XhoI 
entworfen.  Es  war  nach  wie  vor  geplant,  das  pCMS‐EGFP‐Plasmid  als  Vektor  zu  benutzen; 
ebenso  sollte  der  vorgesehene  beta‐Aktin‐Promotor  zum  Einsatz  kommen.  Die  größte 
Schwierigkeit ergab sich im Herauslösen der „full length“ von Flightless­I aus dessen Plasmid. 
Da XhoI nicht mehr verwendet werden konnte, musste die Sequenz von Flightless­I mit Hilfe 
von  EcoRI,  BglII  und  BamHI  in  zwei  Teilstücke  zerlegt  werden.  Beide  Teilstücke  sollten 
anschließend in ein leeres pDrive‐Plasmid einkloniert werden. Danach war geplant, Flightless­












Danach  konnte,  wie  auch  im  ersten  Versuchsansatz,  der  1,4kb  große  beta‐Aktin‐Promotor 
durch  NdeI  und  EcoRI  aus  dem  pbeta‐Aktin‐Promotor‐Plasmid  herausgelöst  werden.  Der 
pCMS‐EGFP‐Vektor  und  der  beta‐Aktin‐Promotor wurden  dann miteinander  ligiert  und  die 
























Hierfür  wurde  zunächst  das  pbeta‐Aktin‐EGFP‐Plasmid mit  den  Restriktionsendonukleasen 
EcoRI und MluI vorbereitet. Anschließend wurde das pDrive­cFlightless­I­Plasmid mit Hilfe der 
Restriktionsendonuklease ScaI geöffnet. Aus dem nun linearisierten Plasmid konnte jetzt das 


















































































Zuerst  musste  das  Überexpressionskonstrukt  auf  seine  Funktionalität  überprüft  werden. 
Hierfür wurde nach erfolgreicher Elektroporation eine In‐situ‐Hybridisierung mit Flightless­I 
selbst  durchgeführt.  Das  Ergebnis war  eine  sehr  deutliche  und  starke Hochregulierung  von 
Flightless­I in den elektroporierten Bereichen. 
Das  Konstrukt  wurde  in  die  caudalen  Somiten  und  das  Neuralrohr  eingebracht.  Die 
verwendeten Embryonen befanden sich hierfür in Stadium HH17. Zielort der Elektroporation 
war vor allem das mediale Dermomyotom wegen seiner Beteiligung bei der Myogenese. 








Abbildung  3.37.A  zeigt  die  Fluoreszenzemission  des  Überexpressionsplasmids  nach  erfolg‐
reicher Elektroporation. Das Konstrukt wurde  in  die  caudalen  Somiten und das Neuralrohr 
eingebracht. (Grau markierte Bereiche zeigen die Positionen der Hinterbeine.) 





Nach  Deckungsgleichheit  der  Fluoreszenzbilder  mit  der  In‐situ‐Hybridisierung  konnte  im 




Die  Muskelentwicklungsfaktoren MyoD, Myogenin  und Myf5  erfuhren  nach  Überexpression 
von Flightless­I  eine Herunterregulierung, wohingegen  bei  den  Entwicklungsfaktoren Cdc42 
und Pax3 eine deutliche Hochregulierung beobachtet werden konnte. 













In  der  Abbildung  3.38.A  ist  deutlich  die  Fluoreszenzemission  des  eingebrachten  Überex‐
















der beiden Seiten  ist  rechts eine deutliche Herunterregulierung des MyoD‐Signals  im dorso‐
medialen Bereich des Somiten zu erkennen (schwarze Pfeile). 
Die  Abbildung  3.38a  zeigt  einen  Kontrollembryo  nach  Elektroporation  mit  einem  leeren 


















Myf5  zu  sehen.  Die  rechte  Kontrollseite  exprimiert  das  Signal  von Myf5  gleichmäßig  ohne 
Abschwächung. 






Die  Abbildung  3.39a  zeigt  einen  Kontrollembryo  nach  Elektroporation  mit  einem  leeren 
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Die  Abbildung  3.40a  zeigt  einen  Kontrollembryo  nach  Elektroporation  mit  einem  leeren 
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blaue  Pfeil  markiert  den  Tintenfleck,  der  bereits  im  Fluoreszenzbild  vorhanden  war  und 
verdeutlicht  somit  die  Deckungsgleichheit  zwischen  beiden  Bildern.  Die  mittleren  drei 
Somiten zeigen das Signal klar und deutlich, während im caudalsten Somiten das Signal nur 
vereinzelt  zu  erkennen  ist,  was  wiederum  mit  dem  zarten  Fluoreszenzsignal  in  diesem 






























































































































































Embryo  zu  100%  eine  sehr  starke  Hochregulierung.  Getestet  wurden  in  beiden  Fällen  8 




in  den Muskelentwicklungsfaktoren  in  ihrer  Intensität  einer  leichten  Schwankung  unterlag, 











Betrachtung  der  Fluoreszenzaufnahmen  und  auch  in  den  Bildern  post  ISH,  in  denen  es  zu 
einer  Hochregulierung  gekommen  war,  auf,  dass  in  den  untersuchten  Somiten  kaum 
elongierte Muskelfasern  zu  sehen waren.  Daher  erschien  es  sinnvoll,  auch  die Morphologie 
näher zu betrachten. Mit Hilfe von Antikörperfärbungen wurden sowohl Kryoschnitte als auch 
Vibratomschnitte untersucht. 
Tatsächlich  konnte  durch  den  Vergleich  von  Elektroporationen  mit  dem  Überexpressions‐




zeigten  (Abbildung  3.44).  Um  sicher  zu  gehen,  dass  die Muskelfasern  in  ihrer  Entwicklung 
weit  genug waren,  wurden  einige  der  Embryonen  nicht  wie  üblich  nach  der  Operation  20 
Stunden  sondern  48  Stunden  inkubiert.  Aber  auch  hier  zeigte  der  Vergleich  zwischen  dem 





Seite,  mit  Großbuchstaben  gekennzeichnet,  befinden  sich  die  mit  dem  Flightless­I­Überex‐











Die  Abbildungen  3.44.A  und  a  zeigen  jeweils  Fotografien  von  „Whole  mounts“.  In  A  sind 
deutlich  die  abgekugelten,  runden  Zellen  ohne  jegliche  Ausbildung  von  Längsfasern  zu 






Abschließend  präsentieren  die  Abbildungen  3.44.D  und  d  Querschnitte.  In  der  rechten 
dorsomedialen  Lippe  des  Dermomyotoms  zeigt  sich  ebenso  wie  in  den  vorhergehenden 





Um  auszuschließen,  dass  die  Effekte  der  Hoch‐  und  Herunterregulierung  sowie  die 
morphologischen Veränderungen auf Zelluntergänge  im Zuge der Elektroporation zurückzu‐
führen sind, wurde ein Test auf Zelluntergang mittels Nilblausulfatfärbung durchgeführt. Die 
Abbildung  3.45.A  zeigt  einen  Embryo  nach  erfolgreicher  Elektroporation  mit  dem 
Überexpressionskonstrukt von Flightless­I. Drei Somiten zeigen Fluoreszenz. In der Abbildung 
3.45.B  ist  derselbe  Embryo  nach  Färbung  mit  Nilblausulfat  dargestellt.  Im  Seitenvergleich 
zwischen elektroporierter und nicht operierter Seite zeigt sich, dass  in den elektroporierten 
Somiten keine vermehrten Ansammlungen von Nilblausulfat zu finden sind. Somit ist mit an 














regulierung der Muskelentwicklungsfaktoren MyoD, Myf5  und Myogenin  bewirkt  sowie  eine 
Hochregulierung  von  Cdc42  und  Pax3.  Zum  anderen  verhindert  die  Überexpression  von 
Flightless­I  die  Elongation  der  Zellen.  An  Hand  der  Morphologie  und  der  untersuchten 
Markermoleküle konnte gezeigt werden, dass die Zellen nach Überexpression von Flightless­I 
in einem unreifen, nicht differenzierten Stadium verharren und nicht mehr in der Lage sind zu 





Nachdem  sich  bei  Untersuchungen  zu  Drosophila  melanogaster  interessante  und  breitge‐





man,  in  einer  Funktionsstudie  mittels  Überexpression,  Aussagen  über  die  Funktion  von 
Flightless­I  während  der Myogenese  zu  erhalten.  Gibt  es  eventuell  Gemeinsamkeiten  in  der 
Rolle von Thymosinβ­15 und Flightless­I während der Embryonalentwicklung? Und wenn dies 
der  Fall  ist,  welche  zellulären  Prozesse  liegen  den  Phänokopien  nach  Manipulation  beider 
Gene zugrunde?   
Mit  diesen Untersuchungen  geht  auch  die  Hoffnung  einher,  neue  Einblicke  in  Richtung  der 
Aufklärung zytologischer Ursachen des Smith‐Magenis‐Syndroms zu gewinnen. 
Die Untersuchungen, die bei der Fruchtfliege Drosophila melanogaster Flugunfähigkeit verur‐
sachen,  führten  in  den  späten  70er  Jahren  zur  Entdeckung  von  Flightless‐I,  einem  neuen 
Mitglied  der  Gelsolin‐Superfamilie  von  Aktin‐bindenden  Proteinen  (Homyk  und  Sheppard, 
1977). Bei genetischen Analysen auf dem X‐Chromosom der Fruchtfliege stellte sich heraus, 
dass sowohl lebensfähige als auch letale Allele auf dem „Flightless­I­Lokus“ existieren (Miklos 
und  de  Couet,  1990;  Perrimon  et  al.,  1989).  Die  lebensfähigen  Allele  sorgten  für  Flug‐
unfähigkeit  der  Tiere, während  die  letalen Allele  zu  einem Absterben  der Nachkommen  im 
späten  Larven‐  oder  Puppenstadium  führten.  Lebensfähige,  adulte  Fliegen  zeigten  schwere 
Störungen  der  indirekten  Flugmuskulatur.  Die  Z‐Banden  waren  zerstört,  eine  Sarkomer‐
struktur war  nicht mehr  zu  erkennen  und  die  parallele  Anordnung  der Myofibrillen  fehlte 
gänzlich  (Miklos und De Couet,  1990). Bei  der  letalen Form starben die Embryonen  infolge 





Flightless­I  verbindet  zwei  bedeutende  Proteinfamilien  miteinander,  nämlich  die  Aktin‐
bindende  Gelsolin‐Superfamilie  mit  der  LRR‐Superfamilie,  welche  in  Protein‐Protein‐
Interaktionen  eingebunden  ist.  Diese  duale  Rolle  macht  Flightless­I  für  die  Forschung  zu 









Um  auszuschließen,  dass  die  gefundenen  Effekte  der  Hoch‐  und  Herunterregulierung  der 
einzelnen  Entwicklungsfaktoren  Artefakte  aufgrund  untergegangener  Zellen  darstellen, 
wurde mit  Hilfe  einer  Nilblausulfatlösung  (Verdünnung  1:20000  in  PBS)  ein  Test  auf  Zell‐
untergang durchgeführt (van den Eijnden et al., 1997). 
Nach  Elektroporation  mit  dem  Überexpressionsplasmid  und  anschließender  Färbung  mit 
Nilblausulfat, zeigten sich in den elektroporierten Somiten keine vermehrten Ansammlungen 
an  Nilblausulfat  und  es  ließen  sich  somit  keine  vermehrten  Zelluntergänge  in  diesen 
Bereichen erkennen (vgl. Kap. 3.3.2.8). In gewissem Umfang sind Zellzerstörungen, aufgrund 
des  Eindringens  der  Glaskapillare  in  den  Embryo  und  aufgrund  der  im  Zuge  der 
Elektroporation  entstehenden  Hitzeentwicklung,  durchaus  als  normal  anzusehen.  Im 





Flightless­I,  als  Brückenglied  zwischen  der  Aktin‐bindenden  Gelsolinsuperfamilie  und  der 
LRR‐Superfamilie,  reguliert  in  Caenorhabditis  elegans  aktinbasierte  Vorgänge  wie  die 
Zytokinese  somatischer  Zellen,  die  anterior‐posteriore  Polarität  und  die  asymmetrische 
Zellteilung  (Deng  et  al.,  2007).  Es  stellte  sich  heraus,  dass  in  Flightless­I‐Mutanten  die 
asymmetrische Zellteilung der somatischen Zellen defekt war. Anstelle einer Tochterzelle und 
einer  im  multipotenten  Stadium  verharrenden  Mutterzelle  entstanden  zwei  gleichwertige 
Tochterzellen.  Desweiteren  kam  es  zu  Schwierigkeiten  bei  der  Ausbildung  der  anterior‐
posterioren Polarität und der Zytokinese im ersten mitotischen Zellzyklus (Deng et al., 2007). 
In  Säugetierzellen  und  Xenopus‐Embryonen  bindet  LRRFIP2,  ein menschliches  Protein  und 






von  LRRFIP2  zur  Bildung  einer  zweiten Körperachse,  die  neben  einem  zweiten Neuralrohr 
und  einem  zweiten  Notochord  in  ihrem  Aufbau  und  Aussehen  völlig  identisch  mit  der 
primären  Körperachse  war  (Liu  et  al.,  2005).  Auch  Flightless‐I  spielt  eine  Rolle  im  Wnt‐
Signalweg.  Nach  Aktivierung  des Wnt‐Signalwegs  kommt  es  zu  einer  β‐Catenin  abhängigen 
Transkription im Zellkern. Durch die exogene Zufuhr von FLAP1, einem Protein in der Maus 
und ebenfalls Reaktionspartner von Flightless‐I, wird die β‐Catenin‐abhängige Transkription 
aktiviert, wohingegen  sie  durch Fli‐I  inhibiert wird.  FLAP1  interagiert  direkt mit  β‐Catenin, 
GRIP1 und p300 und verstärkt  ihre Aktivität. Dabei  arbeitet  FLAP1  synergistisch mit p300, 
indem  es  die  Transkriptionsaktivierung  durch  β‐Catenin  und  LEF1/TCF  unterstützt. 





wird  (vgl.  Kap.  3.2.2.1).  Hierbei  wird  deutlich,  dass  die  Expression  im  Knoten  auffallend 
asymmetrisch  verläuft  und  eine  der  beiden  Seiten  stets  stärker  gefärbt  ist  als  die  andere, 




(Lee  und  Stallcup,  2006)  lassen  auch  im  Wirbeltier  eine  Rolle  in  der  Ausbildung 
asymmetrischer  Strukturen  und  anterior‐posteriorer  Ausrichtung  vermuten  (Deng  et  al., 
2007). Nach momentanem Stand der Ergebnisse  ist dies  jedoch als  spekulativ  zu bewerten. 
Um genauere Aussagen darüber zu treffen, bedarf es weiterer eingehender Untersuchungen, 







wird  durch  sogenannte Wachstumsknoten  geleitet.  Diese  bestehen  aus  Aktin‐unterstützten 
Ausläufern, den Filopodien. Sie enthalten Rezeptoren, die  für die Axonlenkung wichtig  sind. 
4. Diskussion    130 
Vom Wachstumsknoten  aus  erfolgt  die  Elongation  des Axons. Der Wachstumsknoten  selbst 
gibt die Richtung vor und es können von dort ausgehend sowohl dünne Ausläufer, Filopodien, 
als auch dicke Ausläufer, Lamellopodien, entstehen. Die Vorwärtsbewegung der Wachstums‐




Flightless‐I  findet  sich  reichlich  im  neuronalen  Zellkörper,  entlang  der Neuriten,  im Haupt‐
körper der Wachstumsknoten und an der Spitze von Filopodien, die vom Wachstumsknoten 
aussprossen.  Alle  diese  Strukturen  sind  stark  von  Aktinfilamenten  durchzogen.  In  den 
neuronalen Strukturen zeichnet sich also eine Kolokalisation zwischen Flightless‐I und Aktin‐
filamenten ab (Davy et al., 2000). 
Das  Expressionsmuster  im  Hühnchen  zeigt  die  Anwesenheit  von  Flightless­I  in  sämtlichen 
neuronalen  Strukturen  des  Hühnerembryos.  Ausgehend  von  den  frühen  Stadien  wird 
Flightless­I  im  kompletten  Neuralrohr  exprimiert.  In  den  älteren  Stadien  findet  sich  eine 
deutliche Expression in Gehirn, Rückenmark und Ganglien.   
In den Stadien HH19‐22 (Abb. 3.11b u. c) wird Fli­I gleichmäßig in cerebralen Geweben und in 
den  diese  umgebenden  Bindegewebszellen  exprimiert.  In  älteren  Stadien,  wie  z.B.  Stadium 
HH30  (Abb.  3.11d‐e)  lässt  sich  bereits  in  Tel‐  und  Diencephalon  eine  Gewebeschichtung 
erkennen. Die Stärke der Expression erhöht sich dabei auf luminaler Seite (vgl. Kap. 3.2.2.2). 
In  der  Abbildung  3.12  ist  deutlich  zu  erkennen,  dass  sich  die  stärkste  Expression  im 
Rückenmark  in  dessen  ventrikulärer  Schicht  befindet.  Hierbei  handelt  es  sich  um  die 
ependymale Zellschicht, die den Canalis centralis umschließt.   
Die  den  Canalis  centralis  auskleidenden Ependymzellen  sind  als  langgestreckte,  bewegliche 
Zellen  auf  ein  ausgeprägtes  Zytoskelett  angewiesen.  Es  ist  daher  denkbar,  dass  die  starke 





Areale  beobachtet werden,  die  Fli­I  exprimieren.  Teilweise  handelt  es  sich  dabei  um  fokale 




den  Myelinscheiden  ausgeschlossen  werden.  Anzumerken  ist,  dass  es  sich  bei  der  hier 
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durchgeführten  Studie  um  einen  mRNA‐Nachweis  handelt  und  nicht  um  eine  Analyse  des 
Proteins von Flightless‐I. Das Vorliegen von mRNA und das Vorhandensein des Proteins eines 
solchen  Gens  können  sich  deutlich  voneinander  unterscheiden.  Deshalb  lässt  sich  über  die 
Proteinverteilung an dieser Stelle nur spekulieren. Für endgültige Aussagen über eventuelle 
Parallelen zwischen den hier vorgelegten Ergebnissen und den Entdeckungen von Davy et al. 
(2000)  sind  weitere  histologische  und  immunhistochemische  Untersuchungen  erforderlich. 
Um  eine  Beteiligung  von  Flightless­I  an  den  Umstrukturierungsprozessen  des  Aktin‐
zytoskeletts  zu  überprüfen,  sollte  die  Lokalisation  des  Flightless‐I‐Proteins  in  den  oben 
genannten  Geweben  mit  Hilfe  eines  geeigneten  Antikörpers  ermittelt  werden,  bei 
gleichzeitiger  Phalloidinfärbung  der  Aktinfilamente.  In  Zellkulturanalysen  könnte  so  die 




Im  menschlichen  Körper  fand  sich  die  stärkste  Expression  von  Flightless­I  in  der  Skelett‐




Expression  von  Flightless­I.  Im  wachsenden  Organismus  zeigt  sich  eine  überaus  starke 




In  Hohlorganen,  bestehend  aus  glatter  Muskulatur,  wie  z.B.  dem  Muskelmagen,  Darm  und 
Ovidukt,  zeigt  sich  eine  unterschiedliche  Expression  in  den  Zellen  der  einzelnen  Muskel‐
schichten. Dies kann zum einen an der Ausrichtung der Zellen  liegen, zum anderen kann es 




Verschiebungen  in  der  Intensität  der  Expression.  Diese  im  „whole  mount“  beobachteten 




ein  sphärisches  Gebilde  aus  Somitenepithel  und mesenchymalem  Somitocoel.  Später  findet 
eine  Elongation  von  dorsomedial  nach  ventrolateral  statt  und  es  entsteht  das  längliche 
Dermomyotom  (Gilbert,  2006).  Diese  Umstrukturierungen  im  Laufe  der  Entwicklung 
verlangen eine unterschiedliche Ausrichtung der Zellen. 
Unbestreitbar  ist  die  Tatsache,  dass  es  im  Dermomyotom  tatsächlich  zu  einem  deutlichen 
Expressionsanstieg  gegenüber dem umliegenden Gewebe kommt,  der  sich  an der  ventralen 






der  Entstehung  des  Dermomyotoms  beteiligt  (Yusuf  und  Brand‐Saberi,  2006).  Beides  sind 
Strukturen  bzw.  Vorgänge,  die  in  Kooperation mit  Flightless‐I  stehen.  Allerdings  zeigt  sich 
beim  Vergleich  vieler  Schnittbilder  diese  Signalverstärkung  nicht  durchgehend  und  taucht 
desweiteren  auch  an  den  lateralen  Rändern  des  Neuralrohrs  und  an  dessen  lumenseitiger 
Begrenzung  auf.  Deshalb  ist  hier  mit  an  Sicherheit  grenzender  Wahrscheinlichkeit 
anzunehmen,  dass  es  sich  dabei  um  Krümmungsartefakte  dieser  dreidimensionalen 
Strukturen handelt,  in denen mehrere dicht hintereinander  liegende Zellen eine  gesteigerte 
Expression vortäuschen. 
4.4.2 Gliedmaßen 
Ein  sehr  interessantes  Phänomen  zeigte  sich  bei  der  Untersuchung  der  Gliedmaßen:  Die 
Expression  von  Flightless­I  in  den  Extremitäten  ergibt  zunächst  eine  homogene  Färbung  in 
den  kleinen  und mittleren  Stadien.  Jedoch  beginnt  sich  das  Bild  in  den  älteren  Embryonen 
drastisch zu wandeln. Eine Expression ist nach wie vor in allen Geweben der Extremitäten zu 
erkennen,  aber es  zeigt  sich deutlich eine Erhöhung der Expression  in bestimmten Arealen. 
Diese Signalverstärkungen finden sich stets in den dorsolateralen und apikalen Bezirken der 
Flügel  und  Beine.  In  der  Vergrößerung  von  Abbildung  3.16.m  ist  entlang  der  Dermis  eine 
scharf gefärbte Linie zu erkennen, von der aus sich die Expression dorsal und apikal teilweise 
ein  Stück  weit  in  die  Dermis  hinein  Richtung  zukünftiger  Subkutis  zieht,  während  das 
Ektoderm bis auf den Bereich der apikalen Wachstumszone ungefärbt bleibt. Dieses Bild der 
Expression  zeigt  sich  ebenfalls  an  der  Lateralseite  des  Rumpfes  und  der  wachsenden 
Extremitäten, genau wie dorsolateral oberhalb des Neuralrohrs (Abb. 3.16.o und p). 
4. Diskussion    133 
Diese  Beobachtungen  gehen  keineswegs  konform  mit  definierten  Muskelstrukturen.  Die 
apikale Wachstumszone,  die wie  hier  gezeigt  ebenfalls  Flightless­I  exprimiert  (Abb.  3.16m), 
exprimiert  auch  den  „fibroblast  growth  factor“  (FGF)  (Robson  und  Hughes,  1996)  und 
reguliert die Expression des  „scatter  factors“  im darunterliegenden Mesenchym (Scaal et al., 
1999).  Prämyogene  Zellen  exprimieren  Pax3  und  migrieren  distalwärts  zur  apikalen 
Wachstumszone. Zellen, die zu Muskelzellen differenzieren, beginnen mit der Expression der 
Muskelregulationsfaktoren Myf5 und MyoD. Sie liegen meist etwas proximal und im Zentrum 
der  Extremitätenknospe,  während  proliferierende,  Pax3  exprimierende  Zellen,  näher  am 
Ektoderm  liegen  (Francis‐West  et  al.,  2003).  „Bone morphogenetic protein“  (BMP) aus dem 
Ektoderm  und  dem  darunter  liegenden  Mesenchym  unterdrücken  zusammen  mit  „scatter 
factor“  aus  dem  Mesenchym  und  den  FGFs  in  der  apikalen  Wachstumszone  die  myogene 
Differenzierung  (Francis‐West  et  al.,  2003).  Solche  Mechanismen  sind  von  äußerster 
Wichtigkeit,  um  prämature  Differenzierungsvorgänge  zu  unterdrücken,  die  fatale  Entwick‐
lungsstörungen nach sich ziehen können.   
Die  Expression  von  Flightless­I  zeigt  sich  in  Bereichen  in  denen  auch  „BMPs“  und  „scatter 
factor“ exprimiert werden (Robson und Hughes, 1996; Scaal et al., 1999). Außerdem liegt die 
Expression  gleichzeitig  in  den  äußeren  Randbereichen,  in  denen  normalerweise 
proliferierende  und  noch  nicht  differenzierte  Zellen  liegen  (Francis‐West  et  al.,  2003). 
Desweiteren  blieb  nach  Überexpression  von  Flightless­I  im  medialen  Dermomyotom  die 
Elongation  der  Muskelzellen  in  diesem  Bereich  aus  und  es  kam  gleichzeitig  zu  einer 
Hochregulierung  von  Pax3,  einem  Marker  für  proliferierende  Myoblasten  (Amthor  et  al., 
1998),  was  auf  ein  undifferenziertes  Zellstadium  hindeutet.  Selbstverständlich  bedarf  es 
zukünftiger Untersuchungen, um etwaige Deckungsgleichheiten in den Expressionsbereichen 
der  verschiedenen  Entwicklungsfaktoren  zu  ermitteln, wie  etwa  kombinierter  immunhisto‐
chemischer  Proteinstudien.  Aber  die  hier  bereits  gewonnenen  Erkenntnisse  lassen  eine 
Interaktion  von  Flightless­I  mit  den  genannten  Entwicklungsfaktoren  stark  vermuten. 
Eventuell  ist  Flightless­I  ein  weiterer  Faktor,  der  in  manchen  embryonalen  Geweben  der 
prämaturen Differenzierung von Zellen entgegenwirkt. 
Bei  der  Untersuchung  der  Gliedmaßen  fand  sich  eine weitere  interessante  Entdeckung: 
Flightless­I  scheint  auch eine Rolle  in der Entwicklung des Knorpels bzw. des Knochens 
inne  zu  haben.  Sämtliche  Knorpelstrukturen  exprimieren  Flightless­I.  Dabei  auffallend  ist, 
dass  das  Signal  besonders  stark  in  jungem  Knorpel  exprimiert  wird.  Je  weiter  distal  der 
Schnitt erfolgt, desto stärker und homogener zeigt  sich die Färbung. Proximalwärts, wo der 
Knorpel  dicker  und  im  Zuge  der  Entwicklung  auch  reifer  wird,  schwindet  das  Signal  von 
Flightless­I  zunehmend  aus  dem  Zentrum  der  Digiti,  bis  es  schließlich  im  reiferen 
Knorpelskelett fast nur noch auf einen peripheren Randbereich begrenzt ist (Abb. 3.14). 
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In  der  Entwicklung  geht  das  Skelett  aus  dem  lateralen  Seitenplattenmesoderm  durch 
enchondrale Ossifikation hervor. Dabei entsteht zunächst Knorpel, der später sukzessiv durch 
Knochen  ersetzt  wird  (Horton,  1990).  Zunächst  werden  unter  dem  Einfluss  von  Sonic 
hedgehog  (Shh) mesenchymale Zellen  zu Knorpelzellen bestimmt. Weiter werden,  induziert 
durch Shh, Sklerotomzellen zur Expression von Pax1 angeregt (Cserjesi et al., 1995; Sosic et 
al.,  1997).  In  einer  zweiten  Phase  kondensieren  die  ausgewählten  Mesenchymzellen  zu 
kompakten Kalknadeln und differenzieren zu Chondrozyten. BMPs sorgen in diesem Stadium 
für  die Expression der Adhäsionsmoleküle N‐Cadherin und N‐CAM und des Transkriptions‐




von  Runx2  zu  hypertrophen  Chondrozyten,  indem  sie  drastisch  ihr  Volumen  vergrößern. 
Durch Änderungen in der sezernierten Matrix kommt es langsam zur Mineralisation und die 
Knochen beginnen zu kalzifizieren.  In der  letzten Phase sprossen,  induziert durch  „Vascular 
endothelial  growth  factor“  (VEGF),  Blutgefäße  in  das  Knorpelmodel  ein.  Sobald  die 
hypertrophen Chondrozyten absterben, differenzieren die das knorpelige Model umgebenden 
Zellen zu Osteoblasten und ersetzten die Chondrozyten. Diese Vorgänge spielen sich zuerst im 
Zentrum  der  Knochen  ab.  An  den  Epiphysen  bilden  sich  dann  etwas  später  sekundäre 
Ossifikationszentren (Gilbert, 2006). 
Die  Entstehung  des  Knochens  beruht  also  auf  zunächst  proliferierenden,  dann  hyper‐
trophischen  und  schließlich  mineralisierenden  Chondrozyten.  Bei  genauerer  Betrachtung 




proliferierenden  Zellen  dadurch  erklärt  werden,  dass  diese  Zellen  eine  besonders  hohe 
Aktivität  in  den  Zellkernen  und  Teilungsspindeln  aufweisen  –  beides  Strukturen  in  denen 
Flightless‐I eine Rolle zu spielen scheint. Zum anderen deutet auch dies wiederum darauf hin, 
dass Fli­I  eines der Gene  ist,  das  in bestimmten Geweben  für die Proliferation embryonaler 
Zellen verantwortlich ist und unter Umständen prämaturer Differenzierung entgegenwirkt. 
Während  der  Entwicklung  der  Muskulatur  entstehen  schnelle  und  langsame  Muskelfasern 
(Francis‐West et al., 2003). Wnt‐5a fördert die Entwicklung der langsamen Muskelfasern. Es 
wird zunächst überall im Mesenchym exprimiert, aber später zieht sich die Expression auf die 
unmittelbare  Umgebung  chondrogener  Kerne  zurück,  wo  die  Mehrheit  an  langsamen 




den  Gliedmaßen  unter  Umständen  auch  im  Zusammenhang  mit  verschiedenen  Fasertypen 
stehen und gleichzeitig eine Interaktion mit dem Wnt‐Signalweg anzeigen. 





Zu  Beginn  der  Untersuchungen  stand  die  Frage  nach  Gemeinsamkeiten  in  der  Rolle  von 
Thymosinβ­15 und Flightless­I während der Embryonalentwicklung. Es wurden neue Einblicke 
in  die  zellulären  Prozesse  dieser  Gene  erhofft,  die  über  Aktin‐Bindung  gesteuert  werden. 
Desweiteren  wurde  auf  etwaige  Verbindungen  zum  Smith‐Magenis‐Syndrom  aufmerksam 
gemacht. 
Die  Gemeinsamkeiten  von  Thymosinβ­15  und  Flightless­I  liegen  nicht  in  gleichgerichteten 
Funktionen,  sondern  vielmehr  in  ihren  entgegengesetzten  Einflüssen  auf  dieselben  Ent‐
wicklungsfaktoren. Während Thymosinβ­15 nach Überexpression zu einer Verschmelzung der 
Myotome  und  einer  Hochregulierung  von  MyoD,  Myf5  und  Pax3  führt,  veranlasst  ein 
Knockdown  dieses  Gens  das  Ausbleiben  der  Elongation  von  Myotomzellen  und  die 
Herunterregulierung von MyoD  und Myf5  (Rudloff, Diplomarbeit  2006). Flightless­I  dagegen 
verursacht nach Überexpression ein Ausbleiben der Elongation von Myotomzellen und sorgt 
für  eine  Herunterregulierung  von MyoD, Myf5  und Myogenin,  wohingegen  Pax3  und  Cdc42 
eine  Hochregulierung  erfahren.  Es  wird  daher  für  zukünftige  Untersuchungen  von  großem 
Interesse  sein,  mit  Hilfe  von  RNAi‐Konstrukten  Knockdownstudien  durchzuführen  und 
eventuell  die  entgegengesetzten  Wirkungsweisen  beider  Gene  weiter  zu  komplettieren. 
Sowohl  Thymosinβ­15  als  auch  Flightless­I  scheinen  als  Aktin‐bindende  Gene  eine  ent‐
scheidende  Rolle  in  der  Myogenese  zu  spielen.  An  Hand  der  Morphologie  und  der  unter‐
suchten Markermoleküle  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  Zellen  nach  Überexpression  von 
Flightless­I in einem unreifen, nicht differenzierten Stadium verharren und nicht mehr in der 
Lage  sind  zu  elongieren  und  Muskelfasern  auszubilden.  Durch  das  „Nichtelongieren“  der 
Myotomzellen  wird  die  Myotomentwicklung  bzw.  ‐entstehung  gestört  und  es  kann  kein 
regelrechtes Myotom mehr gebildet werden. 
Flightless­I  geht  mit  seiner  Expression  in  sämtlichen  Organen  des  Körpers  weit  über  die 
Expressionsbereiche  von  Thymosinβ­15  hinaus  (Dathe,  Doktorarbeit  2004).  Dafür 
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verantwortlich  ist  wahrscheinlich,  außer  seiner  Fähigkeit  Aktin  zu  binden,  vor  allem  seine 




Dies  zeigt  sich  ebenso  in  der  Tatsache,  dass  es  durch  seine  Anwesenheit  die  Muskel‐
determinationsfaktoren MyoD, Myf5 und Myogenin herunterregulieren kann. 
Im  Zuge  der  Embryonalentwicklung  exprimieren  Muskelvorläuferzellen  im  Dermomyotom 
Pax3, einen Marker für proliferierende Myoblasten (Yusuf und Brand‐Saberi, 2006; Amthor et 
al., 1998). Pax3 agiert upstream von MyoD, Myf5 und Myogenin (Maroto et al., 1997). Nach der 
Translokation  ins Myotom  treten die Zellen  in die Differenzierungsphase ein und hören auf 
Pax3 zu exprimieren. Stattdessen beginnen sie mit der Expression der Muskeldeterminations‐
faktoren MyoD  und Myf5.  Im Hühnchen wird  dabei  zuerst Myf5  aktiv  (Ahmed  et  al.,  2006), 
welches  die  Expression  von  MyoD  aktivieren  kann.  MyoD  agiert  hauptsächlich  in  der 
Differenzierung  von Myoblasten  (Tajbakhsh  et  al.,  1996; Maroto  et  al.,  1997).  Downstream 
von Myf5 und MyoD wird Myogenin aktiv (Brand‐Saberi und Christ, 1999). Es konnte gezeigt 
werden, dass die Expression von MyoD  im dorsomedialen Somiten durch Wnt‐1 und Wnt‐3a 
aus  dem  dorsalen  Neuralrohr  und  durch  Shh‐Signale  aus  dem  ventralen  Bereich  des 
Neuralrohrs  und  der  Chorda  dorsalis  angestoßen  wird  (Münsterberg  et  al.,  1995). 
Nach  Überexpression  von  Flightless­I  bleibt  die  Elongation  der  Myotomzellen  in  diesem 
Bereich  aus  (vgl.  Kap.  3.3.2.7)  und  Pax3  erfährt  eine  Hochregulierung  (vgl.  Kap.  3.3.2.4). 
Beides  zusammen  deutet  auf  ein  undifferenziertes,  proliferierendes  Zellstadium  hin.  Eine 
Bestätigung des Ausbleibens der Differenzierungsphase  findet  sich  in der Herunterregulier‐





2006).  Nach  der  Aktivierung  des  Wnt‐Signalwegs  erfolgt  im  Zellkern  eine  β‐Catenin 
abhängigen Transkription. Durch exogene Zufuhr von FLAP1 wird diese β‐Catenin‐abhängige 
Transkription  aktiviert,  jedoch  durch  Fli‐I  inhibiert.  FLAP1  interagiert  dabei  direkt  mit  β‐
Catenin,  GRIP1  und  p300  und  verstärkt  dadurch  deren  Aktivität.  Indem  FLAP1  die 
Transkriptionsaktivierung  durch  β‐Catenin  und  LEF1/TCF  unterstützt  ergibt  sich  ein 
Synergismus zwischen FLAP1 und p300. Flightless‐I hingegen unterbricht diese Synergie von 
FLAP1 mit p300 und β‐Catenin (Lee und Stallcup, 2006). Diese entgegengesetzten Effekte von 





für  die  Vorkommnisse  des  Smith‐Magenis‐Syndrom  verantwortlich  sein.  Aus  diesem Grund 
sind Manipulationen an diesem Gen als mögliches „drug target“ in der Wundheilung (Cowin et 
al.,  2007)  mit  äußerster  Vorsicht  zu  betrachten.  Die  Aktivierung  des  Wnt‐Signalweges  in 
adulten Geweben spielt eine entscheidende Rolle in der Entstehung von Tumoren (Logan und 
Nusse,  2004).  Flightless­I  könnte  deshalb  auch  im  Zuge  eines  negativen  Feedbacks  vor 
überschießenden Reaktionen schützen und so eine wichtige Schutzfunktion erfüllen. 
Nach Überexpression von Flightless­I steigt analog die Expression von Cdc42 drastisch an. Die 
Mitglieder  der  kleinen  GTPasen weisen  in  ihrer  Lokalisation  eine  auffällige  Parallelität mit 
Flightless‐I  auf.  So  lokalisiert  beispielsweise  Cdc42  in  der  Hauptsache  ebenfalls  in 
perinukleären  Regionen  und  breitet  sich  auch  in  stimulierten  Zellen  entlang  eines 
filamentösen Netzwerkes aus (Davy et al., 2000). Fli‐I und Ras kolokalisieren an Aktin‐Bögen 









Interaktion mit  dem  Aktinzytoskelett,  als  auch  auf  Differenzierungsprozesse  zurückgeführt 
werden.  Es  empfiehlt  sich,  in  zukünftigen  Untersuchungen  Knockdownstudien  und 
Proteinanalysen  in  elongierten  und  nicht  elongierten  Myoblasten  durchzuführen  bei 
gleichzeitiger Phalloidinfärbung des Aktinzytoskeletts. 
Bei den Überexpressionsversuchen traten bei MyoD zwei abweichende Ergebnisse auf. Diese 
augenscheinliche  Hochregulierung  von  MyoD  in  zwei  Embryonen  kann  folgendermaßen 
erklärt  werden:  Durch  die  Überexpression  von  Flightless­I  kann  kein  regelrechtes  Myotom 
mehr gebildet werden. Die Zellen exprimieren aber nach wie vor MyoD und das auch stark. 




Orthologe von Flightless­I  finden sich  in Mensch, Maus und C.elegans  (Campbell et al., 1993; 
Campbell  et  al.,  2000).  In  Drosophila melanogaster  wird  Flightless­I  in  Muskulatur,  Gehirn, 
Auge und vielen anderen Organen exprimiert. In C.elegans findet es sich im Eiablageapparat, 
in der Entwicklung der Keimzellen und  in der Muskulatur von Pharynx, Rektum, Vulva und 
Proktodeum  (Lynch  et  al.,  1995;  Deng  et  al.,  2007).  Im Menschen wird Flightless­I  in Herz, 
Gehirn, Plazenta, Lunge, Leber, Skelettmuskulatur, Niere und Pankreas exprimiert (Campbell 
et  al.,  1997).  Im  Hühnchen  fand  sich  Fli­I  in  allen  untersuchten  Geweben:  Hensenscher 
Knoten,  Primitivstreifen,  Auge,  Ohr,  Pharyngealbögen,  Haut,  Federn,  Herz,  Blutgefäße, 
Knorpel,  Chorda  dorsalis,  Leber,  Lunge,  Neuralrohr,  Gehirn,  Rückenmark,  Ganglien,  Niere, 
Ovidukt,  Somiten,  Muskulatur  und  Darm.  Zu  jedem  Zeitpunkt  der  Entwicklung  war  die 
Expression  von Flightless­I  in  diesen Organen  nachweisbar.  Nur  aus  reiferem Knorpel‐  und 
Lebergewebe schwand die Expression. Vor allem in muskelreichen, und somit Aktin‐reichen, 
und in neuronalen Geweben findet sich eine starke Expression.   
In  Drosophila  melanogaster  führten  heterozygote  Mutationen  zu  Defekten  in  der 
Muskelentwicklung  (Miklos  und  De  Couet,  1990).  In  „loss‐of‐function“‐Studien  bei  der 
Fruchtfliege kam es zu Entwicklungsstörungen der Pilzkörper (Kremer, Diplomarbeit 2007). 
Flightless­I  steht  im  Verdacht  am  Smith‐Magenis‐Syndrom  des  Menschen  beteiligt  zu  sein. 
Patienten mit  SMS weisen  sowohl  Defekte  in  der  Entwicklung  des  Gehirns,  als  auch  in  der 
Entwicklung  der  Skelettmuskulatur  auf.  In  der  hier  durchgeführten  Studie  konnte  gezeigt 
werden,  dass  sämtliche  Organe  eine  Expression  von  Flightless­I  aufweisen.  Menschen  mit 
SMS‐Syndrom leiden an einer Vielzahl von Defekten in den einzelnen Organen, in denen auch 




Leider  konnten  in  dieser  Dissertation  keine  neuen  Einblicke  in  Richtung  der  Aufklärung 
zytologischer  Ursachen  des  Smith‐Magenis‐Syndroms  gewonnen  werden.  Um  dieses 
vielschichtige  Syndrom  genauer  zu  beleuchten,  bedarf  es  zukünftiger  Studien,  nicht  zuletzt 
auch  deshalb,  weil  Flightless­I  ein  noch  recht wenig  erforschtes  Gen  ist,  das  in  zahlreichen 
biologischen Strukturen und Vorgängen eine Rolle zu spielen scheint, was die Isolierung der 
einzelnen  Funktionen  für  den  embryonalen  Entwicklungsprozess  enorm  erschwert. 
Zusammenfassend kann allerdings gesagt werden, dass die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit 
aus  normaler  Expression  und  Überexpression  von  Flightless­I,  eine  Störung  der  normalen 
Muskelentwicklung  zeigen,  was  die  Annahme  einer  hochkonservierten  Funktion  dieses 
„Brücken‐Gens“  über  die  einzelnen  Spezies  hinweg  bestätigt.  Deletionen  von  Flightless­I  im 
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bei  Mensch,  Maus,  C.  elegans  und D. melanogaster.  Das  Protein  von  Flightless‐I  weist  zwei 
funktionale  Domänen  auf:  Zum  einen  die  Aktin‐bindende  Gelsolin‐ähnliche  Domäne  (GLD) 
und  zum  anderen  eine  leucine‐rich  repeat  Domäne  (LRR),  die  an  Protein‐Protein‐
Interaktionen  beteiligt  ist.  Auf  diese  Weise  verknüpft  Flightless‐I  zwei  wichtige 
Proteinfamilien.  Zahlreiche  Untersuchungen  deuten  darauf  hin,  dass  es  so  eine  Brücke 
zwischen  dem  Aktinzytoskelett  und  bisher  noch  nicht  identifizierten  Molekülen  der 
Signaltransduktion  darstellt.  Desweiteren  wird  für  Flightless‐I  eine  Beteiligung  an  der 
Entstehung des Smith‐Magenis‐Syndroms(SMS) vermutet.   
Bei  Untersuchungen  in  D. melanogaster  wiesen  Manipulationen  von  Flightless‐I  (Gelsolin‐
Familie) und Ciboulot (WASP‐Familie, Pendant zum Thymosin der Wirbeltiere) erstaunliche 
Parallelen  auf.  Bei  Untersuchungen  im  Hühnerembryo  stellte  sich  für  Thymosinβ­15  eine 
wichtige Rolle in der Muskelentwicklung heraus. 









Die  Gemeinsamkeiten  von  Thymosinβ­15  und  Flightless­I  liegen  nicht  in  gleichgerichteten 
Funktionen,  sondern  vielmehr  in  ihren  entgegengesetzten  Einflüssen  auf  dieselben 
Entwicklungsfaktoren. Während Thymosinβ­15 nach Überexpression zu einer Verschmelzung 
der  Myotome  und  einer  Hochregulierung  von  MyoD,  Myf5  und  Pax3  führt,  veranlasst  ein 
Knockdown  dieses  Gens  das  Ausbleiben  der  Elongation  von  Myotomzellen  und  die 
Herunterregulierung  von  MyoD  und  Myf5.  Flightless­I  dagegen  verursacht  nach 
Überexpression  ein  Ausbleiben  der  Elongation  von  Myotomzellen  und  sorgt  für  eine 





Stadium  verharren  und  nicht  mehr  in  der  Lage  sind  zu  elongieren  und  Muskelfasern 








On  the  one  hand  the  actin‐binding  gelsolin  like  domain  (GLD)  and  on  the  other  hand  the 





Interesting  parallels  were  found  after  manipulations  of  flightless‐I  (gelsolin  family)  and 
Ciboulot  (WASP‐family,  homologue  of  thymosin  in  vertebrates)  in  D. melanogaster.  In  the 
experimental  work  using  the  chicken  embryo  it  was  shown  that  thymosinβ­15  plays  an 
important role in muscle development. 
Until  now  there were no histological  investigations  about  flightless­I  in  vivo. Only Northern 
blotting experiments were done. With the technique of  in‐situ‐hybridisation different stages 
of  the  chicken  embryo  were  analyzed.  It  was  shown  that  flightless­I  is  expressed  in  every 
organ. Also patients with SMS show severe defects in many organs. This is confirming a role 
for flightless­I in SMS.  




of  thymosinβ­15  shows  a  fusion  of  myotome  over  somitic  borders  and  an  upregulation  of 




The  morphology  and  the  marker  molecules  investigated  here  demonstrate  that  after 
overexpression of  flightless­I  the cells are remaining in an undifferentiated state and are not 
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